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	РЕФЕРАТ 
Бакалаврская работа по теме «Моделирование сайтов рестрикции на 
основе комбинаторных свойств нуклеотидов» содержит 78 страниц 
текстового документа, 5 иллюстраций, 20 таблиц, 7 формул, 2 приложения, 
73 использованных источника.  
САЙТЫ РЕСТРИКЦИИ, РЕСТРИКЦИЯ, ПАЛИНДРОМ, ДНК, 
РАССТОЯНИЕ ЛЕВЕНШТЕЙНА, БИОИНФОРМАТИКА 
Объектом работы являются известные на сегодняшний момент сайты 
рестрикции и соответствующие им рестриктазы.  
Предметом работы были комбинаторные свойства олигонуклеотидов. 
Целью работы является выявление и описание комбинаторных свойств 
олигонуклеотидов, входящих в состав палиндромных и непалиндромных 
сайтов рестрикции, не включающих в себя вырожденные основания. 
Исходя их поставленной цели были определены следующие задачи: 
1. Составление частотных словарей палиндромных и непалиндромных 
сайтов рестрикции; 
2. Сравнительное изучение свойств палиндромных и непалиндромных 
последовательностей сайтов рестрикции без учета вырожденных 
оснований; 
3. Выявление оптимальных цен модификаций для вычисления 
редакционного расстояния; 
4. Реализация классификации сайтов рестрикции в зависимости от 
набора коротких нуклеотидных последовательностей и их 
комбинаторных свойств; 
Актуальность работы обусловлена как малой изученностью 
комбинаторных свойств сайтов рестрикции на основе их нуклеотидной 
последовательности, так и важностью задачи выявления связи структуры и 
функции на примере этих объектов, что позволит определять новые сайты 
рестрикции исключительно исходя из последовательностей уже известных. 
Дальнейшее моделирование сайтов рестрикции на основе их комбинаторных 
свойств может значительно упростить такие повседневно важные действия, 
как, например, секвенирование ДНК, ведь перед непосредственно 
секвенированием необходимо последовательность разрезать в определенных 
местах – сайтах.  
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	ВВЕДЕНИЕ 
На сегодняшний день актуальность сайтов рестрикции заметно упала, 
комплекс рестриктаз и сайтов рестрикции воспринимают как средство для 
молекулярных изысканий, но, по непонятным причинам, значимость самих 
сайтов не раскрыта до сих пор. Практически все манипуляции в генной 
инженерии и молекулярной биологии, в генетическом анализе и 
гомологичных областях невозможны без использования сайтов рестрикции и 
рестриктаз для разрезания последовательностей и внедрения других 
фрагментов генетической манипуляции. 
Начало эпохи генетических манипуляций можно назвать во времена 
открытия сайтов рестрикции и рестриктаз, лекция о которых была прочитана 
8 декабря 1978 года учеными Гамильтоном Смитом (Hamiltom Smith) и 
Дениэлем Натансом (Daniel Nathans) на вручении Нобелевской премии. В то 
время комплекс сайтов рестрикции и рестриктаз считали исключительно 
бактериальной функцией защиты от чужеродной ДНК путем измельчения 
этой самой плазмиды – кольцевого участка ДНК бактерий, которые они 
внедряют в чужеродные клетки для распространения своего влияния, - и ее 
полной инактивации. Дальнейшее изучение позволило применить данные 
системы в перечисленных выше отраслях и значительно продвинуло 
научный прогресс.  
Рестриктазы быстро завоевали внимание в связи с возможностью 
лечения вируса иммунодефицита и некоторых других заболеваний, 
распространяющихся вирусами или бактериями. Исследования сайтов 
рестрикции позволяет проводить модификации организмов в отраслях, как 
генная инженерия, на счет особенностей функционирования комплексов 
рестриктаза – сайт рестрикции. Работы последних лет указывают на 
возможности регуляции этих процессов in vivo, за счет внедрения известных 
ныне генов рестриктаз и близких им белков для контроля над процессами. 
Однако, интерес, проявленный непосредственно к сайтам рестрикции, 
	невелик – по сравнению с рестриктазами. Изучение закономерностей и 
свойств сайтов рестрикции может дать толчок в понимании механизмов 
узнавания и работы комплексов, возможности предсказания 
последовательностей. 
Актуальность работы обусловлена как малой изученностью 
комбинаторных свойств сайтов рестрикции на основе их нуклеотидной 
последовательности, так и важностью задачи выявления связи структуры и 
функции на примере этих объектов, что позволит определять новые сайты 
рестрикции исключительно исходя из последовательностей уже известных. 
Дальнейшее моделирование сайтов рестрикции на основе их комбинаторных 
свойств может значительно упростить такие повседневно важные действия, 
как, например, секвенирование ДНК, ведь перед непосредственно 
секвенированием необходимо последовательность разрезать в определенных 
местах – сайтах.  
Мы хотим определить почему некоторые палиндромные 
последовательности являются сайтами рестрикции, а иные палиндромные 
последовательности, хоть их и намного меньше, не являются таковыми. 
Проводимое сравнение непалиндромных и близких к ним палиндромных 
последовательностей с минимальным количеством изменений в 
нуклеотидном составе может привнести ясность к объяснению наличия 
непалиндромных сайтов рестрикции. Так же на данный момент не объяснима 
тенденция популярности CG-островов в сайтах рестрикции (палиндромы с 
аденозином и тимином встречаются много реже в списках сайтов 
рестрикции, чем последовательности с повышенным содержанием CG-
отсровов). Это может быть связано с важностью разрезания кодирующих 
частей плазмид, в которых больше CG-островов, но применимо ли данное 
заключение к плазмидам бактериальным неизвестно. 
Объектом выпускной бакалаврской работы являются известные на 
сегодняшний момент сайты рестрикции и соответствующие им рестриктазы. 
	Целью выпускной бакалаврской работы является изучение 
комбинаторных свойств олигонуклеотидов, входящих в состав 
палиндромных и непалиндромных сайтов рестрикции, не включающих в себя 
вырожденные основания. 
Исходя их поставленной цели были определены следующие задачи: 
1. Составление частотных словарей палиндромных и 
непалиндромных сайтов рестрикции; 
2. Сравнительное изучение свойств палиндромных и 
непалиндромных последовательностей сайтов рестрикции без 
учета вырожденных оснований; 
3. Выявление оптимальных цен модификаций для вычисления 
редакционного расстояния; 
4. Реализация классификации сайтов рестрикции в зависимости от 
набора коротких нуклеотидных последовательностей и их 
комбинаторных свойств; 
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ОБЗОР ЛИТЕРАТУРЫ 
1 Характеристика и классификация сайтов рестрикции и рестриктаз 
Существует общепринятая классификация рестриктаз, включающая в 
себя пять классов и несколько больше подклассов.  
Первый класс ферментов совмещает в себе как рестрикционные так и 
модификационные способности, которые расположены на разных 
субединицах одного мультифункционального комплекса. Для активности 
необходим ион магния (II), Аденозинтрифосфат (далее – АТФ, ATP) и S-
аденозилметионин (далее – SAM, AdoMet) в роли кофакторов. Эти ферменты 
расщепляют последовательность ДНК в неспецифических сайтах, обычно 
располагающихся на расстоянии от 100 и до 1000 ниже по цепи от 
специфического сайта распознавания [2]. 
Рестрикционные эндонуклеазы и метилазы второго класса являются 
дискретными. Нуклеазам необходим ион магния (II) в роли кофактора, тогда 
как активность метилазы обеспечивает наличие молекулы SAM [3]. 
Третий класс ферментов, сходно с представителями первого класса, 
совмещают в себе как рестрикционные, так и метилирующие способности на 
разных субъединицах одного ферментного комплекса. Однако, эти ферменты 
не имеют АТФ–азной активности, в отличие от представителей первого 
класса, и им строго необходима молекула SAM. Представители данного 
класса узнают специфичную последовательность и расщепляют цепь ДНК в 
фиксированном положении – на расстоянии 25–27 пар оснований ниже по 
цепи от сайта распознавания [4].  
Группа больших вирусов, инфицирующих эукариотические водоросли 
рода Chlorella так же кодируют рестриктазы второго типа и ДНК–
метилтрансферазы. Гены, кодирующие эти белки, расположены на 
хромосмах, в меньшем количестве – на мобильных элементах, как например 
плазмиды, транспозоны и последовательности вставки. Они редко 
	встречаются в бактериофагах, однако, метилтрансферазы иногда встречаются 
как способ самозащиты вируса [5].  
1.1 Рестриктаза 
Рестриктазой называется белковый фермент, специфичный для 
определенной последовательности, и способный эту последовательность 
разрезать, нарушая целостность ДНК. Рестриктаза относится к группе 
гидролаз. В большинстве случаев рестриктаза представлена гомодимером, 
однако, такая конфигурация белка специфична только для симметричных 
последовательностей, какими, например, являются палиндромы. Для 
ассиметричных последовательностей или таких последовательностей, место 
разрыва у которых располагается не непосредственно на сайте рестрикции, 
соответствуют другие конфигурации, классификация которых представлена 
ниже.  
Таблица 1. – Классификация рестриктаз второго типа с примерами 
соответствующих ферментов и последовательностей [1]. 
Подтип Определяющая черта Примеры Сайт распознавания 
A 
Ассиметричная 
последовательность 
распознавания 
FokI GGATG(9/13) 
AciI CCGC(-3/-1) 
B Расщепляет две цепи с обеих сторон BcgI (10/12)CGANNNNNNTGC(12/10) 
C 
Симметричные и 
асимметричные цели. 
Рестрикционная 
активность и 
метилирующая 
представлены одним 
ферментом 
GsuI CTGGAG(16/14) 
HaeIV (7/13)GAYNNNNNRTC(14/9) 
BcgI (10/12)CGANNNNNNTGC(12/10) 
E 
Две цели; одна 
расщепляется, другая 
– эффектор 
EcoRII êCCWGG 
NaeI GCCêGGC 
F 
Две цели; обе 
скоординировано 
расщепляются 
SfiI GGCCNNNNêNGGCC 
SgrAI CRêCCGGYG 
	Подтип Определяющая черта Примеры Сайт распознавания 
G 
Симметричные и 
асимметричные 
мишени. Под 
воздействием AdoMet 
BsgI GTGCAG(16/14) 
Eco57I CTGAAG(16/14) 
H 
Симметричные и 
асимметричные цели. 
гомологичны со 
структурой гена 
первого типа 
BcgI (10/12)CGANNNNNNTGC(12/10) 
AhdI GACNNNêNNGTC 
M 
Подтип IIP или IIA. 
Необходима 
метилированная цель 
DpnI Gm6AêTC 
P Симметричные цель и сайт расщепления 
EcoRI GêAATTC 
PpuMI RGêGWCCY 
BslI CCNNNNNêNNGG 
S Асимметричные цель и сайт расщепления 
FokI GGATG(9/13) 
MmeI TCCRAC(20/18) 
T 
Симметричные и 
асимметричные цели. 
Гены рестрикции – 
гетеродимеры 
Bpu10I CCTNAGC(-5/-2)b 
BslI CCNNNNNêNNGG 
Особенностью любой рестриктазы является обязательное наличие иона 
магния (II), который является кофактором реакции рестриктазы c 
последовательностью. Стоит заметить, что расположение иона магния 
находится именно в месте разрыва, что предполагает его вмешательство в 
конфигурацию ДНК, влекущую за собой разрыв цепи. Рестриктазы с 
единственным кофактором в виде иона магния относятся к второму и 
третьему типу, тогда как остальным типам рестриктаз необходимы 
дополнительные кофакторы, представленные ниже.  
 
 
	Таблица 2. Классификация и свойства типов рестриктаз [1]. 
Классификация на основе структуры, сайта распознования и 
необходимых кофакторов. 
Тип Структурные свойства Кофакторы Расщепление ДНК 
I 
Многофункциональна, 
несколько субъединиц, три 
структурных гена  
Mg2+, АТФ, 
AdoMet 
Разрыв случайный, 
вдалеке от сайта 
распознавания 
II 
Простые, раздельные 
ферменты для рестрикции 
и модификации, два 
структурных гена 
Mg2+ 
Разрыв на 
фиксированном 
месте в пределах 
асимметричного 
сайта распознавания 
IIS Подобно второму типу 
(три структурных гена) 
Mg2+ 
Разрыв на 
фиксированном 
расстоянии от 
асимметричного 
сайта распознавания 
III 
Несколько субъединиц, 
многофункционален, два 
структурных гена 
Mg2+, АТФ Подобно типу IIS 
Mcr/Mrr 
Несколько субъединиц и 
генов, нет 
модифицирующих 
ферментов 
Mg2+, ГТФ 
(McrBC) 
Разрыв ДНК с 
модифицированными 
аденином и 
цитозином 
1.1.1 Рестриктаза второго типа 
Данный тип достоин отдельного описания как наиболее важный и 
распространенный из рестриктаз. На его представителе, EcoRII, впервые 
было открыто, что рестриктазе необходимы как минимум два сайта 
рестрикции. Сначала фермент связывается с сайтом активации, который не 
обязательно совпадает с сайтом разрезания, и только после он разрезает 
нужный сайт. Максимальная дистанция между двумя сайтами рестрикции в 
молекуле ДНК, позволяющая производить описанный выше механизм, 
составляет 1 kb для EcoRII [6].  
	Эволюции рестриктазы второго типа будет посвящено подглавие в 
виду высокого интереса к данной тематике и необходимости в терминологии, 
представленной ниже. 
1.1.2 Изошизомеры 
Изошизомеры – это пара рестриктаз, специфичных одной 
последовательности и месту разреза ( например Sphl (CGTAC/G); Bbul 
(CGTAC/G)). Они действуют на одинаковые последовательности в разных 
организмах. Иногда данная последовательность может распознаваться одной 
рестриктазой в неметилированной форме и другой в метилированной. 
Изошизомеры, разрезающие идентичные последовательности, в большинстве 
случает являются представителями эволюционной дивергенции из одного 
фермента (например, BamHI и OkrAI) [7]. 
1.1.3 Неошизомеры 
Неошизомеры – это такие рестриктазы, которые узнают одну и ту же 
последовательность, но режут ее в разных местах (например SmaI 
(CCC/GGG); XmaI (C/CCGGG)). Неошизомеры, в отличие от изошизомеров, 
наоборот, эволюционировали из разных ферментов – представители 
конвергенции [7]. 
1.1.4 Изокаудомеры 
Рестриктазы, распознающие совершенно разные последовательности, 
но образующие одинаковые концы, называют изокаудомерами. Нет никакой 
информации на счет их эволюционного родства, предполагается, что они не 
являются родственными белками. Их функциональная значимость, кроме 
лабораторной, также неизвестна. 
1.1.5 Прототип  
Прототип – это первая выделенная рестриктаза, специфичная 
определенной последовательности. Однако, для метилированных и 
	неметилированных последовательностей, как, например, для 
последовательностей GATC и Gam6TC прототипы будут различными – MboI 
и DpnI, соответственно. Данное распределение заключается в том, что 
рестриктазы относятся к двум разным типам – MboI относится к второму 
типу подтипу P для симметричных последовательностей, тогда как DpnI это 
второй тип метил-зависимых ферментов подтипа M,P (см. Рисунок 1).  
1.1.6 Звёздная активность 
Известно, что при нестандартных условиях практически все 
рестриктазы имеют так называемую звездную активность (star activity) – 
способность разрезать последовательность гомологичную, но не 
идентичную, специфичной. Существует гипотеза, что звездная активность 
присуща всем рестриктазам и любая из них под воздействием определенных 
факторов может воздействовать на не специфичную ей последовательность 
[8]. Тестирование в лабораториях New England BioLabs выявило следующие 
ферменты, проявляющие звездную активность: M.HhaI [9], M.HaeIII [10], 
TaqI [11], EcoRI, EcoRV. 
Наиболее частые изменения вследствие звездной активности являются: 
(1) замена одного основания; (2) сокращение внешних оснований в 
последовательности; (3) надрезание одной из цепей [11]. Под воздействием 
высокой pH среды и низкой ионной силы, EcoRI разрезала 
последовательность N/AATTN (оригинальная последовательность GAATTC) 
[12], однако более поздние исследования показали, что EcoRI* разрезает 
любую последовательность, отличную от канонической, с заменой 
единственного нуклеотида, не затрагивающего центральный тетрануклеотид 
[13]. 
Условия, которые способствуют звездной активности: (1) высокая 
концентрация глицерола (>5% v/v); (2) высокая pH (>pH 8.0); (3) присутствие 
органических растворителей (DMSO, этанол [8], этилен гликоль, 
диметилацетамид, диметилформамид); (4) замещение Mg2+ на двухвалентные 
	катионы Mn2+, Cu2+, Co2+ и Zn2+. Факторы специфичны для ферментов. Такие 
коммерческие организации как NEB используют систему предотвращения 
явления звездной активности, так как этот процесс поддается контролю. 
Звездная активность часто встречается при высокой концентрации 
фермента в оптимальных условиях среды, что указывает на конечную 
точность рестриктаз. Анализ степени расщепления звездных сайтов 
(полуизмененные сайты узнавания и расщепления, на которые 
распространяется звездная активность) на ДНК плазмиде EcoRV позволила 
определить степень точности этого фермента. Так, плазмида pAT153 
содержит в себе 12 звездных сайтов EcoRV*, каждый из которых отличен от 
оригинального сайта EcoRV (GATATC) одной парой оснований. EcoRV  
проявила явную заинтересованность одним из этих сайтов (GTTATC), 
который был расщеплен, основываясь на кинетических данных, в шесть раз 
медленнее, чем оригинальный сайт (GATATC) [14]. Из исследований о 
расщеплении олигонуклеотидов был сформулирован следующий вывод –
расщепление двухцепочечной последовательности на неродственном сайте 
происходит со скоростью как минимум на пять порядков меньшей, чем при 
расщеплении родственного сайта [15]. Это означает, что рестриктазы – одни 
из наиточнейших среди ныне известных ферментов, их точность достигается 
двумя пунктами контроля – предпочтительным сравниванием (основное 
состояние) и предпочтительным катализом (переходное состояние). 
Расщепление звездных сайтов при высоких концентрациях фермента может 
быть предотвращено до некой степени спермидином (Spermidine) [16], 
гидростатическим давлением [17] и, как было недавно показано, мутациями 
[18]. 
1.2 Сайт рестрикции.  
Сайтом рестрикции называется такая последовательность нуклеотидов, 
которая распознается определенным белковым ферментом из класса 
эндонуклеаз, именуемая рестриктазой, и которая состоит из пар нуклеотидов 
	длинной от четырех и до двадцати и более оснований. Рестриктаза, 
способная узнавать специфичную последовательность, в большинстве 
случаев является гомодимером [1], однако, встречаются и иные формы 
ферментов. 
1.2.1 Палиндромные и непалиндромные последовательности 
Определение 1. Палиндромная последовательность, или палиндром – 
такая последовательность, которая может прочитываться от 5’ конца к 3’ 
концу так же, как и на комплементарной цепи в обратном направлении& 
Примером палиндрома может быть последовательность 
5!–GAATTC − 3′3!– CTTAAG – 5′ , 
узнаваемая рестриктазой EcoRI, одной из первых выделенных из организма 
Escherichia coli [8]. Такие последовательности мы определяем как 
стандартные.  
Палиндромные последовательности могут образовывать петли, 
являющиеся типичной вторичной структурой транспортной РНК (тРНК), 
обычно образующей четыре петли.  
Изначально сайты рестрикции были изучены в бактериальном 
нуклеоиде – неправильно оформленном участке цитоплазмы 
прокариотической клетки, содержащей в себе генетическую информацию 
организма – генофор, и так называемом Bacterial Interspersed Mosaic Elements 
(BIMEs) [19]. В недавних исследованиях выявили, что многие основания Y 
хромосомы млекопитающих организованы как палиндромы [20]. 
Последовательность нуклеотидов в ДНК построена из четырех нуклеотидов, 
обозначающих основания аденозина, гуанина, цитозина и тимина, все они и 
их вариации описаны в таблице ниже. 
 
 
 
	Таблица 3. Аббревиатуры генетического кода нуклеотидных 
оснований. Кроме пяти стандартных оснований (A, G, T, C, U) 
также существуют вырожденные основания, обозначающие два и 
более оснований под одной буквой. Основания объединены в 
группы по структурным и функциональным характеристикам. 
Нестандартные нуклеотиды, например Inosine (I), которые 
выполняют сходные функции с H, не описаны в таблице, так как это 
скорее определенное основание, ежели представление возможных 
нуклеотидов. 
Symbol Description Bases  
A Adenine  A    
C Cytosine  C   
G Guanine   G  
T Thymine    T 
U Uracil    U 
W Weak A   T 
S Strong  C G  
M Amino A C   
K Keto   G T 
R Purine A  G  
Y Pyrimidine  C  T 
1.3 Метилирование  
Метилирование представляет собой специфичные функции ДНК 
организма, охватываемые научной отраслью эпигенетикой. Для 
бактериальной клетки метилирование аденина и цитозина является защитной 
функцией от собственных либо чужеродных рестриктаз. Метилирование 
является своеобразным контролем экспрессии генов рестриктазы как второго 
типа, так и остальных (у них обнаружены несколько различные способы 
контроля). Идея метилирования основана на присоединении метильной 
группы к цитозину и аденину, что влечет за собой супрессию генов, 
включающих в себя метилированные нуклеотиды. Метилирование цитозина 
	возможно строго в положениях C-5 и N4 (второе считается мерой адаптации к 
термофилии, имеющей меньшую степень возможности проявления 
мутагенеза [9]). Метилирование цитозина в положении C-5 более 
предрасположено к мутации, так как при температурно-зависимом или 
спонтанном дезаминировании происходит конвертация цитозина в тимин, 
что приводит к GС-to-AT транзиционной мутации при репликации ДНК. 
Метилирование в положении N4 так же поддается спонтанному 
дезаминированию, превращаясь в урацил, однако, он подвергается коррекции 
уридин-специфичных путей репарации ДНК [21]. 
 
Рисунок 1. Репрезентация конвертации цитозина в 5-метилцитозина 
в рекации метилирования и дальнейшее преобразование в тимин во 
время спонтанного дезоминирования. 
Метилирование аденина производится в положении N6. Важность 
метилирования в функциональности комплекса растриктаза – сайт 
рестрикции заключается в том, что сайты, включающие в себя 
метилированные основания, не распознаются некоторыми рестриктазами 
определенных групп, однако, распознаются специальными рстриктазами. 
Ферменты, метилирующие сайты рестрикции, называются метилирующими 
рестриктазами, или метилтрансферазами, которых тоже несколько видов в 
каждой группе (они метилируют нуклеотиды на разных участках 
последовательности). Практически все прототипы рестриктаз имеют 
метилирующие рестриктазы, соответствующие идентичной 
последовательности.  
	Еще одна важная особенность метилирования в положении C-5 состоит 
в том, что даже если трансформация цитозина в тимин происходит в 
некодирующем участке гена, то есть фенотипически нейтральном, она 
предотвращает дальнейшую возможность метилирования этого участка в 
эволюции генов. Однако, это объясняется возможностью последовательности 
избегать нежелательного повторного метилирования [11].  
1.4 Клонирование и к чему оно ведет 
Пять лет спустя после выделение рестриктазы EcoRI в 1976 году была 
выявлена аминокислотная последовательность рестриктазы EcoRI и 
метилтрансферазы, используя клонирование этой системы с последующим 
секвенированием двух генов [22,23]. R.EcoRI имела вес в 41.6 kDa. 
Соответствий аминокислотных последовательностей рестриктазы и метилазы 
не было найдено6 несмотря на то, что они распознавали одну и ту же 
последовательность. В связи с этим было высказано предположение, что 
исследуемые рестриктазы и метилазы имели разных эволюционных предков 
[23]. Отсутствие гомологичных фрагментов в дальнейшем было доказано 
относительно всех рестрикционно–модификационных комплексов, что 
привело к представлению появления рестрикционно–модификационной 
системы в ходе ассоциации генов, ежели дупликации генов или же 
дивергенции. 
После клонирования EcoRI последовало клонирование многих других 
рестриктаз, их секвенирование и сравнение. Одним из достоинств 
клонирования являлась возможность переноса генов из малоописанных 
организмов в модельные, как, например, Escherichia coli K12, где они уже 
могли быть описаны и изучены. Практически все коммерчески доступные 
ферменты, используемые для выделения и анализа ДНК, включая более 250 
рестриктаз, были выделены из клонов с чрезмерной экспрессией генов. 
Клонирование рестриктаз имеет несколько сложностей. Одна из них – 
их токсичность. Защита клетки выражается в метилировании каждого сайта 
	рестрикции в их собственной ДНК. Такая модификация катализируется 
метилтрансферазой, которая работает вместе с рестриктазой in vivo, образуя 
рестрикционно–модификационный комплекс. При клонировании 
рестриктазы ее партнер – метилтрансфераза, которых может быть две и 
более, – так же необходимо клонировать во избежание разрушения 
собственной ДНК нового организма. 
Вероятно благодаря эре естественного отбора и важности 
горизонтального переноса генов у прокариот, гены рестриктаз и 
аккомпанирующие метилазы обычно близко связаны. Это позволяет 
клонировать многие рестрикционно–модификационные системы в один шаг, 
используя цепь ДНК, содержщую оба гена. Среди таких систем числятся 
HhaII [24,25], EcoRII [25,26], EcoRI [22,27], PstI [28,29], PaeR7I [30–32], 
EcoRV [33,34], PvuII [35] and BsuRI [36]. Некоторые из систем располагались 
на плазмидах и были выделены простым суб–клонированием. Для выделения 
других – хромосомных, –  системы отбирались по следующим параметрам: 
резистентность к фагам; нечувствительность к рестрикции, или разрезанию 
[37]; устойчивость к перевариванию рестриктаз [38].  
При клонировании рестрикционно–модификационных систем (далее – 
Р–М система) клетка–реципиент может подвергаться действию рестриктазы 
перед полной модификацией ДНК посредством метилирования. Клетка не 
всегда может справится с такой ситуацией. В таком случае, клонирование 
системы необходимо проводить в две стадии. Гены метилазы необходимо 
клонировать первыми, что позволяет клетке модифицировать посредством 
метилирования свой геном перед введением гена рестриктазы на отдельном 
векторе. DdeI [40], BamHI [41] and BglII [42] были первыми представителями 
такого процесса. В дополнение к генам, кодирующим рестриктазу и 
метилазу, многие Р–М системы включают в себя контролирующие белки 
('controller’ proteins, или C–белки). C–белки являются регуляторами 
транскрипции. Предполагается, что они координируют экспрессию генов при 
	естественном горизонтальном переносе генов, что позволяет избежать 
преждевременного синтеза рестриктаз [43–46]. 
Дополнительной проблемой при клонировании являются сами 
метилазы. Некоторые штаммы E. coli не терпят определенные виды 
метилирования. Катализирующие такие модификации метилазы, как и Р–М 
системы, к которым они принадлежат, не могут переноситься в этих хостов. 
Однако, их можно ввести в другие штаммы, как, например, HB101 и его 
производное, RR1 [47–49]. Такая нетерпимость была прослежена до двух 
эндогенных систем кишечной палочки, названных RglA и RglB, впервые 
прослежена в связи с ретрикцией не гликозилированного бактериофага T4 
[50]. В ДНК этого фага вместо цитозина содержался 5–
гидроксиметилцитозин. Предполагалось, что системы Rgl атакуют только 
ДНК, содержащую 5–гидроксиметилцитозин; позднее было показано, что 
системы атакуют и ДНК, содержащую 5–метилцитозин вместо цитозина. Так 
как многие Р–М системы катализируют метилирование цитозина в 5–
метилцитозин, такие системы несовместимы с клетками с Rgl системой. Эти 
системы были позднее переименованы в McrA (modified cytosine restriction) и 
McrB (позднее McrBC) для более точного описания их функций [48–51]. 
McrA разрезает модифицированную ДНК в контексте сайта распознавания 
HpaII C5(h)mCGG. Это маленькая эндонуклеаза HNH–типа [52–54], которая 
плохо изучена. McrBC разрезает модифицированную ДНК в контексте 
R5(h)mC, где R представлена основаниями аденином или гуанином. Данная 
эндонуклеаза хорошо описана. Описанные ферменты – представители 
растущей группы «модификационно–зависимых» рестриктаз, относящихся к 
IV типу. К ним также относятся Mrr [56–58], MspJI [59], PvuRts1I [60–63], 
GmrSD [64] и BisI [65], которые, как оказалось, распространены у бактерий. 
Научный прогресс зависит как от понимания и экспериментов, так и от 
удачного стечения обстоятельств [67]. Дефективность HB101/RR1 в McrBC и 
Mrr, так же как дефективность K802 в McrBC и McrA позволило обнаружить 
эти системы [57]. 
	Р–М системы второго типа клонировались несколькими способами. 
Стартовой точкой по умолчанию являлась библиотека плазмид, включавшая 
в себя фрагменты частичного переваривания общей ДНК бактерий или 
архей. Библиотеки были доработаны так, чтобы гены, несущие метилазы, 
могли модифицировать себя. Пул плазмид был очищен и подвергнут in vitro 
преобразованию рестриктазой, чей ген клонировали, для уничтожения не 
модифицированных плазмид, оставляя нетронутыми модифицированные. 
После повторного преобразования выжившие плазмиды индивидуально 
экранировались или пропускались через очередное циклическое селективное 
преобразование пула. Эта процедура, получившая название «отбор метилаз» 
или «Венгерский трюк» [56], – более общая версия метода клонирования 
первой метилазы, M.EcoKI [37]. Предложенная Mann et al. как 
альтернативная замена фаг–резистентному методу клонирования HhaII [41]. 
Обнаружение метилаз данным методом надежно [38,66–68], однако, 
зачастую обнаруживаются неполные Р–М системы. Данный метод порой 
приводил к провалу, вероятно, из–за недостаточной экспрессии [69].  
1.5 Эволюция рестриктаз второго типа 
Рестриктазы второго типа, исключая изошизомеры, содержат на 
удивление малое сходство в аминокислотных последовательностях. Это 
привело к появлению гипотезы о их эволюционном неродстве. Одним из 
первых примеров гомологичности аминокислотной последовательности 
среди рестриктаз были EcoRI и RsrI, катализирующие одинаковую реакцию 
G|AATTC. Аминокислотные участки данных ферментов идентичны в 
некоторых местах и в целом идентичны на 50%. Существует общий 
эволюционный предок для этих двух рестриктаз, как и для других 
изошизомеров, как, например, MthTI, NgoPII и FnuDI [70] и XmaI и Cfr9I [71].  
	2 Материалы и методы 
2.1 База данных REBASE NEB 
Рестрикционные эндонуклеазы и сайты рестрикции были взяты из базы 
данных REBASE коммерческой компании New English BioLabs, основанной 
Робертсом в 1992, включившей в себя все известные на данный момент 
сайты рестрикции и соответствующие им рестриктазы, метилазы и 
контрольные белки. На данный момент (17/4/16) REBASE включает в себя 
391 прототип рестриктаз и 19272 отдельных ферментa – в том числе 
метилирующих и контрольных белков. Так же в ней описаны все известные 
физико-химические свойства ферментов, кинетические и 
кристаллографические данные, частота встречаемости сайтов в отдельных и 
канонических организмах и похожие ферменты [1].  
2.2 Метод оценивания «силы» дуплетов 
Основой данного метода послужили исследования Ю. Б. Румера, 
описавшего дуплеты нуклеотидов и их характеристики на основе 
исследований триплетов аминокислот. В генетическом коде Ниренберга 
различают три типа аминокислот: кодируемые двумя, четырьмя и шестью 
разными кодонами, так же называющиеся вырожденными дуплетами, 
квартетами и секстетами, соответственно. Для двукратно вырожденных 
кодонов характер аминокислоты определяется пурином (аденин, гуанин) или 
пиримидином (цитозин, тимин), находящиеся в третьем положении. Около 
двух третей общего количества, присутствующих в ДНК, имеют примерно 
постоянный характер – это основания, занимающие первое и второе 
положение. Изменчивость состава ДНК определяется основаниями в третьем 
положении [72]. Корреляция между количеством определенных аминокислот 
в белке и относительным содержанием гуанина и цитозина в 
соответствующей ДНК была замечена довольно давно. Присутствие 
цитозина и гуанина в кодоне в большей степени детерминирует образование 
	совершенно определенной аминокислоты, в то время как наличие аденина 
или тимина не является высокоспецифичным.  
При разделении триплета на корень (первые два нуклеотида) и 
окончание (последний нуклеотид) каждой из аминокислот соответствует 
один корень, а вырожденность кода является следствием изменения 
окончания. Таким образом, выделяют два октета – первый и второй, или 
сильный и слабый [10].  
В первом октете (см. Таблица 4) аденин встречается лишь однажды, во 
втором октете однажды встречается цитозин. Переход от дуплетов 
«сильного» октета в дуплеты «слабого» октета можно получить следующей 
заменой [10]: 𝐶⟺ 𝐴,𝐺⟺ 𝑇/𝑈, (1) 
называющейся пурин-пиримидиновая инверсия [9]. Как было описано выше, 
нуклеотиды образовывают различное число водородных связей: каждая из 
«слабых» букв имеет две водородные связи, тогда как «сильные» гуанин и 
цитозин – три. Можно предположить, что чем больше водородных связей в 
дуплете тем меньше значимость третьего нуклеотида в определении 
аминокислоты.  
Таблица 4. Таблица сил дуплетов нуклеотидов, где столбцы 2 и 5 
обозначают количество водородных связей в дуплетах, а 3 и 6 – 
частота встречаемости дуплета в первом октете, причем зависящая 
от положения – первого (x) или второго (y) см. Таблицу 5. 
Первый октет Второй октет 
Окончания  C, U, G, A Окончания 
C, U 
 
G, A 
 
1 2 3 4 5 6 
Gly – GG 6 5 Phe – UU – Leu 4 3 
Pro – CC 6 7 Asp – AA – Lys 4 1 
	Первый октет Второй октет 
Окончания  C, U, G, A Окончания 
C, U 
 
G, A 
 
1 2 3 4 5 6 
Arg – GC 6 5 Ile – UA – Met 4 3 
Ala – CG 6 7 Tyr – AU - -- 4 1 
Thr – CA 5 5 His – AC – Gly 5 3 
Val – UG 5 5 Cys – GU – Trp 5 3 
Ser – CU 5 5 Asp – AG – Glu 5 3 
Leu – UC 5 5 Ser – GA – Arg 5 3 
 
Таблица 5. Количество водородных связей определенных 
нуклеотидов и их частота встречаемости в первом октете, 
зависящая от положения (x – первичное, y – вторичное). 
 Число водородных связей Y X 
C 3 4 3 
G 3 2 3 
U 2 2 1 
A 2 0 1 
Для количественной оценки имеющихся сайтов рестрикции в начале 
работы использовался метод оценки детерминации нуклеотидов от «очень 
сильного» цитозина к «очень слабому» аденину. Нуклеотидам были приданы 
следующие численные значения, описанные ниже. В виду 
взаимозаменяемости тимина и урацила их значения внесены в одну графу. 
 
 
 
 
	Таблица 6 – Определяющие степени нуклеотидов, основанные на их 
встречаемости в сильных кодонах [9–10]. 
Пиримидин Пурин Пиримидин Пурин 
C G T/U A 
dC=4 dG=3 dT/U=2 dA=1 
Обозначим d степень детерминации нуклеотида.  
Определение 2. Степень детерминации d – числовая характеристика 
эмпирической силы нуклеотида.  
Степень детерминации d может принимать значения от единицы до 
четырех соответственно возрастанию этой силы. Если обозначить степень 
детерминации кодона верхним индексом в скобках, то четыре основания 
можно представить в виде вектор-столбца: 
𝑉 = 𝐶(!)𝐺(!)𝑇/𝑈(!)𝐴(!) , 
(2) 
и соответствующей вектор-строки: 𝑉! = 𝐶(!) 𝐺(!) 𝑇/𝑈(!) 𝐴(!) , (3) 
Рассмотрим внешнее произведение вектор–столбца V и вектор–строки VT: 
𝑀 = 𝑉 ∗ 𝑉! = 𝐶(!)𝐶(!) 𝐶(!)𝐺(!) 𝐶(!)𝑇/𝑈(!) 𝐶(!)!(!)𝐺(!)𝐶(!) 𝐺(!)𝐺(!) 𝑇/𝑈(!)𝐺(!) 𝐺(!)𝐴(!)𝑇/𝑈(!)𝐶(!) 𝑇/𝑈(!)𝐺(!) 𝑇/𝑈(!)𝑇/𝑈(!) 𝑇/𝑈(!)𝐴(!)𝐶(!)𝐴(!) 𝐺(!)𝐴(!) 𝑇/𝑈(!)𝐴(!) 𝐴(!)𝐴(!) , 
 
(4) 
Отсюда видно, что M представляет собой симметричныю матрицу дуплетов.  
Предположим, что степень детерминации кодона d является 
аддитивной характеристикой, то есть степень дуплета складывается из 
степеней детерминации составляющих его нуклеотидов (dAC=dA+dC). Тогда 
можно получить соответствующую матрицу степеней детерминации 
дуплетов. 
	𝐷 = 8 7 6 57 6 5 46 5 4 35 4 3 2 , 
 
(5) 
В виду симметричности детерминант матрицы равен нулю detD = 0, а 
ранг матрицы равен двум rankD = 2. Операция инверсии соответствует 
отражению матрицы степеней детерминации относительно боковой 
диагонали: 
𝐷(∗) = 2 3 4 53 4 5 64 5 6 75 6 7 8 , 
 
(6) 
и, таким образом, инверсия пурин-пиримидиновых оснований не меняют 
основных свойств матрицы D, и мы имеем det D = det D* = 0,  
rank D = rank D* = 2. При расположении боковой диагонали горизонтально 
мы получаем ромбическую структуру дуплетов. 
На основе данной матрицы определена схема оценивания 
последовательности в соответствии с входящими в нее численными 
значениями дуплетов.  
Таблица 7. Ромбическое представление дуплетов [9-10]. 
   CC    =8  
  GC  CG   =7 Сильные  
 CU  GG  UC  =6  
AC  UG  GU  CA =5 Переходные 
 AG  UU  GA  =4  
  AU  UA   =3 Слабые 
   AA    =2  
На основе данной матрицы определена схема оценивания 
последовательности в соответствии с входящими в нее численными 
значениями дуплетов.  
	Таблица 8. Алгоритм вычисления значения последовательности по 
Румеру. Выделяется каждый дуплет начиная с первого и шагом в 
один нуклеотид (в итоге должно быть (n-1) дуплетов, где n – 
количество нуклеотидов в последовательности. Суммированное 
значение характеризует данную последовательность на предмет 
силы встречающихся нуклеотидов. Для простоты оценивания, 
найдено среднее значение по последовательности, т.к. его можно 
оценивать по той же шкале Румера от двух до восьми и сравнивать 
с последовательностями различных длин. 
Последовательность Дуплеты Сумма Среднее 
GAATTC GA AA AT TT TC   
 4 2 3 4 6 19 3,8 
Учитывая неошизомеры рестриктаз, которые разрезают 
последовательность в отличных от прототипа местах, было решено так же 
вычислить значение по Румеру у хвостов разрезанных последовательностей. 
Известно, что в дальнейшем хвост учувствует в присоединении 
последовательности с началом, идентичным хвосту. Было так же решено 
вычислять средние значения по последовательностям в связи с различными 
длинами, и при наличие хвоста в один нуклеотид применять удвоенное 
численное значение d [10].  
2.3 RSSP сравнение двух последовательностей 
Гомологичность двух сайтов распознавания определяется сравнением 
свойств обеих последовательностей. Для этого введем пять сравнительных 
характеристик сайтов распознавания (Recognition Sequence Similarity 
Parameters – RSSP): «основание», «n основание», «AT против GC», «длина» и 
«активность», и суммирование отдельных параметров RSSP для обозначения 
гомологичности пары сайтов. «основание», «n основание» и «AT против GC» 
сравнивают отдельные нуклеотиды последовательностей. Определения этих 
	обозначений следующие: «основание» – соответствующие нуклеотиды обеих 
последовательностей идентичны (например, GAATTC и GATATAC данное 
условие выполняется в позициях 1,2, 5 и 6); «n основание» – 
соответствующие нуклеотиды перекрывают вырожденные основания (данное 
значение в данной работе будет всегда равняться нулю, ибо мы не включали 
в выборку последовательности с вырожденными основаниями); «AT против 
GC» – соответствующие основания в обеих цепях представлены либо 
аденозином либо гуанином» (например, для последовательностей CGATCG и 
AGTACT данное условие выполняется в положениях 2, 3, 4, 5). Полученное 
S-значение необходимо поделить на два для предотвращения «перевеса» 
последовательности, так как мы имеем палиндромы. Значения «длины» и 
«активности» добавляются к S-значению если длины исследуемых 
последовательностей или их места разрыва совпадают. Каждому значению из 
перечисленных выше можно придать коэффициент от нуля до трех, в 
зависимости от интересующих вариаций. 
Таким образом, S-значение для последовательностей G/AATTC и 
GAT/ATC при следующих коэффициентах параметров RSSP: «основание» = 
1, «n основание» = 2 «AT против GC» = 3, «длина» = 1 и «активность» = 2 
будет равно: 
𝑆 − 𝑠𝑐𝑜𝑟𝑒 = 4 ∗ 1 + 0 ∗ 2 + 6 ∗ 32 + 1 ∗ 1 + 0 ∗ 2 = 12 (7) 
Применив данный метод к шестибуквенным последовательностям 
можно проследить их распределение. ?  
	2.4 Филогенетическое исследование рестриктаз и сайтов 
рестрикции 
	
Рисунок 2 – Филогенетическое дерево для рестриктаз второго типа, 
созданное в программе MEGA, включающий в себя 51 рестриктазу. 
проводящей множественное выравнивание. В подписи каждой 
рестриктазе обозначено ее название, последовательность 
специфичного сайта рестрикции и количество нуклеотидов в гене 
фермента. 
Для филогенетического исследования сайтов распознавания и 
рестриктаз шестибуквенной длины были взяты не только прототипы, но и 
неошизомеры, так как неошизомеры эволюционно представляют 
конвергенцию, то есть, ферменты имели разных предшественников и в ходе 
эволюции начали узнавать гомологичные последовательности. Таким 
образом, мы получили дерево и, используя различные группировки: два типа 
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	выравнивания CLUSTALW и MUSCLE, два варианта построения дерева 
Maximal Likelihood и Minimal Evolution (см. Приложение А). Рассчитывалась 
гомологичность последовательностей родственных белков, так как, скорее 
всего, дальних родственников будет не так интересно считать. В данную 
таблицу не были включены метилазы в связи с неимением последних в 
некоторых системах и не совсем понятной степенью родства между 
метилазами и рестриктазами. 
2.5 Расстояние Хэмминга, Левенштейна и Дамерау – Левенштейна 
Расстояние Левенштейна - это минимальное количество операций 
вставки одного символа, удаления одного символа и замены одного символа 
на другой, необходимых для превращения одной строки в другую. 
Знаменательное различие между расстоянием Хэмминга и Левенштейна 
состоит в том, что если расстояние Хэмминга описывает количественно 
позиции несоответствия, то расстояние Левенштейна позволяет вводить 
дополнительные модификации – ввод и удаление символа, что порой 
значительно сближает последовательности.  
Имеется определенная зависимость. Расстояние Хэмминга между 
двумя последовательностями имеет наибольшее значение между остальными 
редакционными расстояниями. Следом идет расстояние Левенштейна, в 
котором количество шагов сокращается за счет добавления дополнительных 
функций – вставки и удаления. Редакционное расстояние Дамерау-
Левенштейна включает еще одну дополнительную функцию – транспозицию.  
Определение 3. Транспозиция – биекция множества в себя,  
переставляющая местами два элемента этого множества, где биекция 
представлена сюръекцией и проекцией.  
Цена каждой операции имеет свое определенное значение. Так, 
изначально заданные значения любых операций равны единице. Такая 
оценка операций может быть применима относительно более-менее 
равнозначных операций, как вставки и удаления. Однако, на практике 
	известно, что частота замен разных нуклеотидов на отличные сильно 
варьирует. Таким образом, необходимо определить частоты замен 
нуклеотидов друг на друга экспериментальным путем.  
2.6 Определение частот замен нуклеотидов на основе геномов 10 
штаммов Escherichia coli 
Для этого были взяты 10 геномов различных штаммов кишечной 
палочки: Escherichia coli O157:H7 EDL933, Escherichia coli CFT073, 
Escherichia coli BL21(DE3), Escherichia coli str. K12 substr. W3110, 
Escherichia coli SE11, Escherichia coli SE15, Escherichia coli O26:H11 str. 
11368, Escherichia coli O103:H2 str. 12009, Escherichia coli O111:H- str. 11128, 
Escherichia coli DH1 (ME8569). Было проведено первоначальное 
выравнивание целых геномов на основе программы Mauve с определением 
относительно консервативных участков последовательности. Первым таким 
участком оказался интервал в 240 тыс., нуклеотидов в начале геномов. 
Однако, данная программа не позволяет исследовать SNP (single nucleotide 
polymorphism), или однонуклеотидный полиморфизм. 
Определение 4. Однонуклеотидный полиморфизм (ОНП, SNP) – 
отличия последовательности ДНК размером в один нуклеотид в геноме 
представителей одного вида или между участками гомологичных хромосом. 
Если учесть, что штаммы кишечной палочки являются 
представителями дивергенции и имели общего предка, то SNP – это 
однонуклеотидные замены, приобретенные в ходе эволюции видов. 
Статистический анализ их частот покажет соотношение замен, что в 
дальнейшем используется для придания цены замены при вычислении 
редакционного расстояния. 
Для исследования SNP была использована программа MEGA 7.
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3 Результаты 
3.1 Палиндромные шестибуквенные последовательности  
Таблица 9. Частотный словарь шестибуквенных палиндромных сайтов рестрикции. (1) – прототип 
рестриктазы; (2) – рестриктаза; (3) – сайт рестрикции с обозначением места разрыва; (4) – хвост, оставшийся от 
сайта рестрикции; (5) – значение силы сайта рестрикции; (6) – значение силы хвоста сайта рестрикции; (7) – 
маскимальная частота встречаемости сайта рестрикции; (8) – наличие звездной активности сайта; (9) 
температура; (10) – молекулярная масса фермента; (11) – наличие метилаз и контрольных белков.  
(1) (2) (3) (4) (5) (6) (7) (8) (9) (10) (11) 
AclI AclI AA/CGTT 5’–GC 4,6 7 610 - 37 - - 
HindIII HindIII A/AGCTT 5'–TCGA 4,6 5,6 1397 + 37 34960 M,C 
SspI SspI AAT/ATT - 3 0 3572 + 26 - - 
BspLU11I BspLU11I A/CATGT 5'–GTAC 4,6 4,3 309 - 37 - - 
AgeI AgeI A/CCGGT 5'–GGCC 6,2 7 615 + 26 - - 
MluI MluI A/CGCGT 5'–GCGC 6,2 7 536 + 30 - - 
SpeI SpeI A/CTAGT 5'–GATC 4,6 4,3 460 + 26 20829 M,C 
BglII BglII A/GATCT 5'–CTAG 4,6 4,3 747 - 30 25743 - 
StuI StuI AGG/CCT - 6,2 0 810 - 26 28518 M 
Eco4711I Eco4711I AGC/GCT - 6,2 0 740 - 37 - - 
ScaI ScaI AGT/ACT - 4,6 0 384 + 26 25476 - 
ClaI ClaI AT/CGAT 5'–GC 4,6 7 692 - 30 41587 - 
	(1) (2) (3) (4) (5) (6) (7) (8) (9) (10) (11) 
AvaIII AvaIII ATGCAT unknown 4,6 0 479 - 26 44891 - 
EcoT22I ATGCA/T TGCA–3' 4,6 5,6 479 + 37 - - 
Ppu10I A/TGCAT 5'–ACGT 4,6 5,6 479 - 26 - - 
AseI VspI AT/TAAT 5'–AT 3 3 3799 - 26 28291 - 
MunI MfeI C/AATTG 5'–TTAA 3,8 3 858 + 37 23388 M,C 
PmaCI PmlI CAC/GTG - 5,4 0 413 - 30 - M 
Eco72I CAC/GTG - 5,4 0 413 - 37 - M,C 
PvuII PvuII CAG/CTG - 5,4 0 633 + 37 18344 M,C 
NdeI NdeI CA/TATG 5'–AT 3,8 3 416 + 37 - M 
NcoI NcoI C/CATGG 5'–GTAC 5,8 4,3 877 + 26 31346 M 
SmaI SmaI CCC/GGG - 7 0 719 + 26 28780 M,C 
Cfr9I C/CCGGG 5'–GGCC 7 7 719 + 37 36804 M 
SacII SacII CCGC/GG GC–3' 7 7 1487 - 26 - M 
AvrII AvrII C/CTAGG 5'–GATC 5,8 4,3 472 + 26 40416 M 
PvuI PvuI CGAT/CG AT–3' 5,8 3 1432 - 37 29863 M 
XmaIII XmaIII C/GGCCG GGCC–3' 7 7 1988 - 26 - M 
SplI SplI C/GTACG 5'–CATG 5,8 4,3 559 - 26 - - 
XhoI XhoI C/TCGAG 5'–AGCT 5,4 5,6 835 - 26 27037 M 
SciI CTC/GAG - 5,4 0 835 - 26 - - 
PstI PstI CTGCA/G TGCA–3' 5,4 5,6 724 + 37 37412 M 
AflIII AflIII C/TTAAG 5'–AATT 3,8 3 589 - 26 36774 M 
EcoRI EcoRI G/AATTC 5'–TTAA 3,8 3 599 + 37 31057 M 
	(1) (2) (3) (4) (5) (6) (7) (8) (9) (10) (11) 
AatII AatII GACGT/C ACGT–3' 5,4 5,6 912 - 26 38919 M 
ZraI GAC/GTC - 5,4 0 912 - 30 - - 
SacI SacI GAGCT/C AGCT–3' 5,4 5,6 606 + 26 39963 M 
Eco53kI GAG/CTC - 5,4 0 606 - 37 - M 
EcoRV EcoRV GAT/ATC - 3,8 0 692 + 37 28649 M, C 
SphI SphI GCATG/C CATG–3' 5,4 4,3 594 + 26 25943 M 
NaeI NaeI GCC/GGC - 7 0 2713 - 26 35333 M 
NgoMIV G/CCGGC 5'–GGCC 7 7 2713 + 37 31758 M 
BsePI BssHII G/CGCGC 5'–GCGC 7 7 2349 + 55 47303 M 
McaTI GCGC/GC GC–3' 7 7 2349 - 37 39416 M, V 
NheI NheI G/CTAGC 5'–GATC 5,4 4,3 436 + 37 38196 M 
BmtI GCTAG/C CTAG–3' 5,4 4,3 436 - 30 - - 
BamHI BamHI G/GATCC 5'–CTAG 5,4 4,3 434 + 37 24569 M, C 
NarI NarI GG/CGCC 5'–GC 7 7 1864 - 26 - - 
PluTI GGCGC/C GCGC–3' 7 7 1864 - 37 36900 M 
SfoI GGC/GCC - 7 0 1864 - 26 21539 M,C 
ApaI ApaI GGGCC/C GGCC–3' 7 7 457 - 26 39747 M 
PspOMI G/GGCCC 5'–CCGG 7 7 457  30 - - 
KpnI KpnI GGTAC/C GTAC–3' 5,4 4,3 310  37 25111 M 
Acc65I G/GTACC 5'–CATG 5,4 4,3 310  37 61211 M 
BstZ17I SnaI GTA/TAC - 3,8 0 352 - 55 - - 
SalI SalI G/TCGAC 5'–AGCT 3,8 5,6 1811 + 26 35335 M 
	(1) (2) (3) (4) (5) (6) (7) (8) (9) (10) (11) 
ApaLI ApaLI G/TGCAC 5'–ACGT 3,8 5,6 717 - 26 41728 M 
HpaI HpaI GTT/AAC - 3,8 0 545 + 37 29627 M 
SnaBI SnaBI TAC/GTA - 4,6 0 281 - 26 24491 M,C 
BspHI BspHI T/CATGA 5'–GTAC 4,6 4,3 558 - 37 43749 M,C 
AccIII BspMII T/CCGGA 5'–GGCC 6,6 7 514 - 37 34404 M 
NruI NruI TCG/CGA - 6,2 0 654 - 26 25275 M 
XbaI XbaI T/CTAGA 5'–GATC 4,6 4,3 447 + 26 23833 M 
BclI BclI T/GATCA 5'–CTAG 4,6 4,3 861 + 70 33852 M,C 
FspI MstI TGC/GCA - 6,2 0 1224 - 26 28087 M 
BalI BalI TGG/CCA - 6,2 0 899 - 30 29075 M 
Bsp1407I BsrGI T/GTACA 5'–CATG 4,6 4,3 316 - 55 44743 M 
PsiI PsiI TTA/TAA - 3 0 1878 - 37 - M 
AsuII NspV TT/CGAA CG–3' 4,6 7 793 - 26 24602 M 
AhaIII DraI TTT/AAA - 3 0 4432 - 30 43618 M 
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Словарь составлен на основе информации о сайтах рестрикции, 
предоставленной REBASE New English Biolabs на 1 июня 2016г. В словарь вошли 
68 рестриктаз, из которых 34 прототипов, 9 изошизомеров (MfeI, BssHII, SnaI, 
BspMII, MstI, BsrGI, NspV, DraI, VspI, PmlI) и 15 неошизомеров (EcoT22I, Ppu10I, 
Eco72I, Cfr9I, SciI, ZraI, PmlI, Eco53kI, NgoMIV, McaTI, BmtI, PluTI, SfoI, PspOMI, 
Acc65I). В случае малой изученности прототипа в таблицу включался более 
изученный изошизомер прототипа, один из главных критериев – данные 
секвеквинирования для включения в построение филогенетического дерева. В 
словарь включались все неошизомеры прототипов. Сайт разрыва прототипа PmiCI, 
специфичный последовательности CAGCTG, неизвестен, поэтому были взяты два 
неощшизомера PmlI и Eco72I.. Максимальная частота встречаемости сайта 
рестрикции (столбец 7) определяется среди следующих секвенированных 
организмов (Halobacterium sp. NRC–1, Caulobacter crescentus, Deinococcus 
radiodurans R1, Pseudomonas aeruginosa PA01, Mycobacterium tuberculosis 
CGC1551, Mycobacterium tuberculosis, Mesorhizobium loti, Sinorhizobium meliloti 
plasmid pSymB, Sinorhizobium meliloti plasmid pSymA, Agrobacterium tumefaciens 
C58 circular chromosome, Agrobacterium tumefaciens linear chromosome, 
Mycobacterium leprae strain TN, Agrobacterium tumefaciens plasmid AT, Aeropyrum 
pernix K1, Xylella fastidiosa, Salmonella typhimurium LT2, Salmonella enterica serovar 
Typhi (Salmonella Typhi) strain CT18, Neisseria meningitides serogroup A strain Z2491, 
Neisseria meningitides serogroup B strain MC58, Escherichia coli K–12 MG1655, 
Escherichia coli O157:H7 2, Escherichia coli O157:H7 1, Methanobacterium 
thermoautotrophicum delta H, Archaeoglobus fulgodus, Synechocystis PCC6803, Vibrio 
cholerae chromosome I, Yersinia pestis strain CO92, Vibrio cholerae chromosome II, 
Thermoplasma acidophilum, Pyrococcus abyssi, Bacillus halodurans C–125, Bacillus 
subtilis, Aquifex aeolicus, Pyrococcus horikoshi OT3, Chlamydia trachomatis, 
Chlamydophila pneumoniae J138, Chlamydophila pneumoniae AR39, Chlamydia 
pneumoniae, Chlamydia muridarum, Mycoplasma pneumonidae M129, Thermoplasma 
volcanium, Streptococcus pneumoniae R6, Streptococcus pneumoniae, Helicobacter 
pylori strain J99, Helicobacter pylori 26695, Streptococcus pyogenes strain SF370 
	serotype M1, Haemophilus influenza Rd, Listeria monocytogenes strain EGD, Listeria 
innocua Clip 11262, Sulfolobus solfataricus, Lactococcus lactis subsp. Lactis IL1403, 
Staphylococcus aureus strain Mu50, Staphylococcus aureus strain N315, Sulfolobus 
tokodaii, Richettsia prowazekii strain Madrid E, Borrelia burgdorferi, Mycoplasma 
pulmonis Strain UAB CTIP, Ureaplasma urealyticum). Наличие или отсутствие 
звездной активности, указанное к столбце 8, показывает возможность 
модификации рестриктазы и гибкости сайта распознавания. Такие сайты 
рестрикции требуют особого внимания и отдельного изучения. Столбец 9 
описывает температуру роста рестриктазы, соответствует температурному 
интервалу среды обитания организмов. Столбец 10 показывает наличие метилаз и 
контрольных белков, где M – метилазы (их количество варьирует от нуля до трех), 
C, V – контрольные белки. Если место разрыва сайта рестрикции находится 
посередине сайта (CAG/CTG), то хвоста у такой последовательности нет, 
следовательно, значение силы хвоста автоматически равняется нулю.  
Корреляции между частотой встречаемости и силой дуплета не обнаружена, 
как в четырехбуквенных последовательностях. Выявлено, что наиболее значимой 
частью сайта рестрикции является его центральный дуплет, наименее значимым – 
концевые нуклеотиды. Как и в четырехбуквенных последовательностях, не 
являются сайтами рестрикции следующие последовательности: AAATTT, 
ATATAT, TAATTA, TATATA, TAGCTA, CTATAG, ACTAGT. Заметим, что во 
всех вышеперечисленных последовательностях очень высокое содержание слабых 
нуклеотидов.  
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3.2 Непалиндромные шестибуквенные последовательности  
Таблица 10. Частотный словарь шестибуквенных палиндромных сайтов рестрикции. (1) – прототип 
рестриктазы; (2) – рестриктаза; (3) – сайт рестрикции с обозначением места разрыва; (4) – хвост, оставшийся от 
сайта рестрикции; (5) – значение силы сайта рестрикции; (6) – значение силы хвоста сайта рестрикции; (7) – 
маскимальная частота встречаемости сайта рестрикции; (8) – наличие звездной активности сайта; (9) 
температура; (10) – молекулярная масса фермента; (11) – наличие метилаз и контрольных белков.  
(1) (2) (3) (4) (5) (6) (7) (8) (9) (10) (11) 
BspMI BspMI ACCTGC(N4/8) 5'–NNNN - - 879 + 37 55432 M1,M2 
BfiI BfiI ACTGGG(N5/4) N–3' - - 369 - 30 39999 M1,M2 
BsiI 
Cba4G11II C/ACGAG(-5/-1) 5'–A 5 1 621 - 26 103048 - 
BssSI C/ACGAG (-5/-4) 5'–AGCA - - 621 - 55 51782 Nb,M 
AceIII AceIII CAGCTC(N7/11) 5'–NNNN - - 688 - 55 - - 
BmgBI BtrI CAC/GTG(-3/-3) - 5,4 0 981 - 55 - M1,M2 
RleAI RleAI CCCACA(N12/9) NNN–3' - - 366 - 26 - - 
BseYI 
BseYI C/CCAGC(-5/-1) 5'–GACC 6,4 5,6 - - 30 58319+37065 M 
GsaI CCCAG/C(-1/-5) CCAG–3' 6,4 5,6 - - 55 - - 
BsrBI BsrBI CCG/CTC(-3/-3) - 6,8 0 780 - 55 50447 M1,M2 
Ksp632I EarI CTCTTC(N1/4) 5'–NNN - - 1114 - 30 38977 M1,M2 
Esp3I Esp3I CGTCTC(N1/5) 5'–NNNN - - 606 - 26 61705 M 
RM.Eco57I RM.Eco57I CTCAAG(N16/14) NN–3' + m6A(5) - - 757 + 37 116703 M 
RM.BpuEI RM.BpuEI CTTGAG(N16/14) NN–3' + m6A - - 720 - 30 - - 
	BbvII 
BbsI GAAGAC(N2/6) 5'–NNNN - - 658 - 30 - - 
Bbr7I GAAGAC(N7/11) 5'–NNNN - - 658 - 30 - - 
BsmI BsmI GAATGC(1/-1) CN–3' - - 376 - 55 78119 M1,M2,Nb 
BsrDI BsrDI GCAATG(2/0) NN–3' - - 578 + 55 55974+25070 M1,M2,Nb 
BtsI BtsI GCAGTG(2/0) NN–3' - - 574 - 55 18575+37611 M1,M2,Nb 
RM.BtgZI RM.BtgZI GCGATG(N10/14) 5'–NNNN - - - - 55 94195 - 
Eco31I Eco31I GGTCTC(N1/5) 5'–NNNN - - 450 + 37 67235 M1,M2 
BciVI BciVI GTATCC(N6/5) N–3' - - 462 - 30 - - 
RM.BsgI RM.BsgI GTGCAG(N16/14) NN–3' - - 778 - 30 120988 M 
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Словарь составлен на основе информации о сайтах рестрикции, 
предоставленной REBASE New English Biolabs на 1 июня 2016г. В словарь вошли 
22 рестриктазы, из которых 16 прототипов, 4 изошизомера (BssSI, BstI, EarI, BbsI) 
и 2 неошизомера (GsaI, Bbr7I). В случае малой изученности прототипа в таблицу 
включался более изученный изошизомер прототипа, один из главных критериев – 
данные секвеквинирования для включения в построение филогенетического 
дерева. В словарь включались все неошизомеры прототипов. 
Непалиндромные сайты рестрикции имеют отличный способ оформления 
места разрыва в виду частого, но необязательного, несовпадения сайта 
распознавания и сайта разрыва. Например, в последовательности 5!–𝐴𝐶𝐶𝑇𝐺𝐶𝑁𝑁𝑁𝑁/𝑁𝑁𝑁𝑁– 3′ 3!–𝑇𝐺𝐺𝐴𝐶𝐺𝑁𝑁𝑁𝑁𝑁𝑁𝑁𝑁/– 5′   
специфичной BspMI, разрыв производится в отдалении от сайта распознавания на 
четыре и восемь любых нуклеотидов, в зависимости от цепи. Хвост после разрыва 
такой последовательности останется 5'–NNNN. Для сокращения такую 
последовательность в словаре представим как ACCTGC(N4/8). Некоторые сайты 
рестрикции узнаются не одним ферментом, а рестрикционно–модификационными 
системами (RM.Eco57I, RM.BpuEI, RM.BtgZI, RM.BsgI). Кроме метилаз и 
контрольных белков есть еще так называемые надрезающие белки (nicking 
proteins). Для многих последовательностей нельзя рассчитать силу, так как во 
многих сайт распознавания или сайт разрезания представлены неизвестным 
нуклеотидом N в большом количестве, оценить который не удалось.  	
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3.3 Филогенетическое дерево шестибуквенных рестриктаз на основе нуклеотидного состава и вычисление 
редакционного расстояния 
Последовательности отсортированы по последовательному убыванию следующих характеристик и 
соответствующих им столбцов: расстояние Хэмминга dH (5), расстояние Левенштейна dL (6), расстояние Дамерау–
Левенштейна dDL (7) (Таблица 11). В таблицах 12–14 последовательности отсортированы по возрастанию тех же 
характеристик и соответствующих им столбцов. Такая последовательность обусловлена методом группировки наименее 
и наиболее гомологичных последовательностей. dH, dL и dDL могут принимать значение от 0 до 6, где 0 – идентичные 
последовательности; 6 – полное отсутствие гомологичности. В виду совпадения редакционного расстояния при 
преобразовании одной последовательности в другую несколькими альтернативными способами эти альтернативные 
пути были оставлены. Цена любого преобразования равняется единице. 
Таблица 11. Попарное сравнение ближайших филогенетически родственных рестриктаз. Пары получены 
при построении филогенетического дерева (см. Приложение А.2). (1) – первая рестриктаза; (2) – 
последовательность, специфичная первой рестриктазе; (3) – вторая рестриктаза; (4) – последовательность, 
специфичная второй рестриктазе; (5) – расстояние Хэмминга dH; (6) – расстояние Левенштейна dL; (7) – 
расстояние Дамерау–Левенштейна dDL; (8–10) – количество модификаций с буквенным указанием: (8) – 
вставка; (9) – удаление; (10) – транспозиция; (11–16) – количество замен нуклеотидов: (11) – G–A; (12) – C–T; 
(13) – A–T; (14) A–C; (15) G–T; (16) G–C. 
(1) (2) (3) (4) (5) (6) (7) (8) (9) (10) (11) (12) (13) (14) (15) (16) 
PvuII CAGCTG KpnI GGTACC 6 6 6 - - - 1 1 - 1 1 2 
	(1) (2) (3) (4) (5) (6) (7) (8) (9) (10) (11) (12) (13) (14) (15) (16) 
Csp6303O
RF3413P 
CACGTG BamHI GGATCC 6 6 
6 - - - 1 1 - 1 1 2 
5 - - CG,GA,CT - - - - - 2 
Eco1524I AGGCCT NheI GCTAGC 6 6 6 
- - - 1 1 - 1 1 2 
- - 
AG,CT,GC,A
C, AT 
- - - - - - 
PstI CTGCAG BclI TGATCA 6 5 5 
T G - - - 1 - 1 1 
- - TG,CA,AT 1 1 - - - 
- 
 
BssHI GCGCGC SnaBI TACGTA 6 5 5 
T C - 1 - - 1 1 - 
- - GC - - - 2 2 - 
SspI AATATT BspHI TCATGA 6 5 5          
EcoRI GAATTC AvaIII ATGCAT 6 5 5 
T,
A 
T,
C 
- - - - 1 - - 
Cfr9I CCCGGG HindIII AAGCTT 6 5 5 - - CG - - - 2 2 - 
ClaI ATCGAT BsrGI TGTACA 6 5 5 
C A - - - 1 - 1 1 
- - 
AT,CG,AG,A
T,CT,AT 
- - - - - - 
Eal111588
ORFEP 
AGCGCT NruI TCGCGA 6 4 4 
T C - - - 1 1 - - 
- - CG,CG - - 2 - - - 
PvuI CGATCG 
BspLL01
ORF6270 
GTATAC 6 4 4 - - - - - - 1 1 2 
SacI GAGCTC ScaI AGTACT 6 4 4 A C - 1 - 1 - - - 
	(1) (2) (3) (4) (5) (6) (7) (8) (9) (10) (11) (12) (13) (14) (15) (16) 
NcoI CCATGG XbaI TCTAGA 6 4 3 - - AT 1 1 - - - - 
SmaI CCCGGG BsiWI CGTACG 4 4 4 - - - 1 1 - - - 2 
AclI AACGTT SalI GTCGAC 4 4 4 - - - 1 1 2 - - - 
SphI GCATGC PluTI GGCGCC 4 4 4 
- - - - - - 1 1 2 
- - CA,TG 1 1 - - - - 
PciI ACATGT AseI ATTAAT 4 4 3 - - AT 1 1 - - - - 
NaeI GCCGGC ApaLI GTGCAC 4 4 3 - - CG 1 1 - - - - 
ApaI GGGCCC BalI TGGCCA 2 2 2 - - - - - - 1 1 - 
XhoI CTCGAG NspV TTCGAA 2 2 2 - - - 1 1 - - - - 
AgeI ACCGGT MluI ACGCGT 2 2 1 - - CG - - - - - - 
Аналогично предыдущему примеру были попарно сравнены последовательности других трех вариантов 
построения филогенетического дерева (см. Приложение А). 
  
	Таблица 12. Попарное сравнение ближайших филогенетически родственных рестриктаз. Пары получены при 
построении филогенетического дерева (см. Приложение А.1, MUSCLE Maximal Likelihood). (1) – первая 
рестриктаза; (2) – последовательность, специфичная первой рестриктазе; (3) – вторая рестриктаза; (4) – 
последовательность, специфичная второй рестриктазе; (5) – расстояние Хэмминга dH; (6) – расстояние 
Левенштейна dL; (7) – расстояние Дамерау–Левенштейна dDL; (8–10) – количество модификаций с буквенным 
указанием: (8) – вставка; (9) – удаление; (10) – транспозиция; (11–16) – количество замен нуклеотидов: (11) – 
G–A; (12) – C–T; (13) – A–T; (14) A–C; (15) G–T; (16) G–C. 
(1) (2) (3) (4) (5) (6) (7) (8) (9) (10) (11) (12) (13) (14) (15) (16) 
SphI GCATGC NheI GCTAGC 2 2 1 - - AT - - - - - - 
AgeI ACCGGT MluI ACGCGT 2 2 1 - - CG - - - - - - 
SnaBI TACGTA AccIII TCCGGA 2 2 2 - - - - - - 1 1 - 
ApaI GGGCCC BalI TGGCCA 2 2 2 - - - - - - 1 1 - 
AseI ATTAAT PciI ACATGT 4 4 3 - - TA 1 1 - - - - 
BspLL01O
RF6270P 
GTATAC 
CacGORF
1900P 
TTTAAA 4 4 3 - - TA - - - 1 1 - 
PvuI CGATCG AvrII CCTAGG 4 4 3 - - AT - - - - - 2 
NaeI GCCGGC ApaLI GTGCAC 4 4 3 - - CG 1 1 - - - - 
AclI AACGTT SalI GTCGAC 4 4 4 - - - 1 1 2 - - - 
NcoI CCATGG BssHI GCGCGC 4 4 4 - - - 1 1 - - - 2 
EcoRI GAATTC PluTI GGCGCC 4 4 4 - - - 1 1 - 1 1 - 
Cfr42I CCGCGG FspI TGCGCA 6 4 4 
T G - 1 - - - - 1 
- - GC,CG 1 1 - - - - 
	(1) (2) (3) (4) (5) (6) (7) (8) (9) (10) (11) (12) (13) (14) (15) (16) 
PstI CTGCAG BalI TGATCA 6 4 4 
A,
T 
C,
G 
- - - - - - - 
SacI GAGCTC ScaI AGTACT 6 4 4 A C - 1 - 1 - - - 
BsiWI CGTACG NspV TTCGAA 6 5 5 
T,
T 
T,
C 
- 1 - - - - - 
ClaI ATCGAT BsrGI TGTACA 6 5 5 C A - - - 1 - 1 1 
SspI AATATT BspHI TCATGA 6 5 5 
T A - - - 1 1 1 - 
- - AT - - 2 1 1 - 
Csp6303O
RF3413P 
CACGTG BamHI GGATCC 6 6 5 
- - - 1 1 - 1 - 2 
- - CG,GA,TC - - - - - 2 
BglI AGATCT AflII CTTAAG 6 6 5 - - AT - - - 2 2 - 
HindIII AAGCTT KpnI GGTACC 6 6 
6 - - - 2 2 - 1 1 - 
5 - - AG,CT,TA 1 1 - - - - 
  
	Таблица 13. Попарное сравнение ближайших филогенетически родственных рестриктаз. Пары получены при 
построении филогенетического дерева (см. Приложение А. 3, CLUSTALW Maximal Likelihood). (1) – первая 
рестриктаза; (2) – последовательность, специфичная первой рестриктазе; (3) – вторая рестриктаза; (4) – 
последовательность, специфичная второй рестриктазе; (5) – расстояние Хэмминга dH; (6) – расстояние 
Левенштейна dL; (7) – расстояние Дамерау–Левенштейна dDL; (8–10) – количество модификаций с буквенным 
указанием: (8) – вставка; (9) – удаление; (10) – транспозиция; (11–16) – количество замен нуклеотидов: (11) – 
G–A; (12) – C–T; (13) – A–T; (14) A–C; (15) G–T; (16) G–C. 
(1) (2) (3) (4) (5) (6) (7) (8) (9) (10) (11) (12) (13) (14) (15) (16) 
EagI CGGCCG BsiWI CGTACG 2 2 2- - - - - - - 1 1 - 
EcoRI GAATTC 
BspLL01
ORF6270 
GTATAC 2 2 2 - - - - - 2 - - - 
SspI AATATT PciI ACATGT 4 3 3 
C A - - - - - 1 - 
- - AT - - - 1 1 - 
ClaI ATCGAT SnaBI TACGTA 4 4 2 - - AT,TA - - - - - - 
ApaLI GTGCAC BalI TGGCCA 4 4 2 - - GT,AC - - - - - - 
ApaI GGGCCC NaeI GCCGGC 4 4 3 - - GC - - - - - 2 
PstI CTGCAG HpaI GTTAAC 4 4 4 - - - - - - 1 1 2 
AvaIII ATGCAT PvuII CAGCTG 4 4 4 
- - - - - 2 1 1 - 
- - AT,TA 1 1 - - - - 
Eco1524I AGGCCT PvuI CGATCG 4 4 4 - - - 1 1 - 1 1 - 
AgeI ACCGGT SalI GTCGAC 4 4 4 - - 
 
- 
2 2 - - - - 
	(1) (2) (3) (4) (5) (6) (7) (8) (9) (10) (11) (12) (13) (14) (15) (16) 
AvrII CCTAGG KpnI GGTACC 6 4 4 - - - - - - - - 4 
SacI GAGCTC ScaI AGTACT 6 4 4 
A C - 1 - 1 - - - 
- - GC,CG 1 1 - - - - 
NheI GCTAGC BclI TGATCA 6 5 5 
T A - - - - 2 - 1 
- - TG,AT,CA 1 1 - - - - 
AseI ATTAAT BspHI TCATGA 6 5 5 
T A - 1 1 1 - - - 
- - AT,TA,AT - - - 1 1 - 
- - AT 1 1 2 - - - 
Cfr9I CCCGGG BglI AGATCT 6 6 6 - - - - - - 2 2 2 
AclI AACGTT BsrGI TGTACA 6 6 6 - - - 2 2 2 - - - 
Csp6303O
RF3413P 
CACGTG 
CacGORF
1900P 
BspHI 
TTTAAA 6 6 6 - - - 2 2 2 - - - 
Eal11588O
RFEP 
AGCGCT NcoI CCATGG 6 6 
6 - - - - - - 2 2 2 
 - - 
AG,AC,GT,C
T 
- 1 - - - 1 
  
	Таблица 14. Попарное сравнение ближайших филогенетически родственных рестриктаз. Пары получены при 
построении филогенетического дерева (см. Приложение А. 3, CLUSTALW Mimimal Evolution). (1) – первая 
рестриктаза; (2) – последовательность, специфичная первой рестриктазе; (3) – вторая рестриктаза; (4) – 
последовательность, специфичная второй рестриктазе; (5) – расстояние Хэмминга dH; (6) – расстояние 
Левенштейна dL; (7) – расстояние Дамерау–Левенштейна dDL; (8–10) – количество модификаций с буквенным 
указанием: (8) – вставка; (9) – удаление; (10) – транспозиция; (11–16) – количество замен нуклеотидов: (11) – 
G–A; (12) – C–T; (13) – A–T; (14) A–C; (15) G–T; (16) G–C. 
(1) (2) (3) (4) (5) (6) (7) (8) (9) (10) (11) (12) (13) (14) (15) (16) 
EagI CGGCCG BsiWI CGTACG 2 2 2- - - - - - - 1 1 - 
MluI ACGCGT NruI TCGCGA 2 2 2 - - - - - 2 - - - 
SspI AATATT PciI ACATGT 4 3 3 
C A - - - - - 1 - 
- - AT - - - 1 1 - 
Cfr42I CCGCGGG XhoI CTCGAG 4 3 3 
T C - 1 - - - - - 
- - CG 1 1 - - - - 
ApaLI GTGCAC BalI TGGCCA 4 4 2 - - GT,AC - - - - - - 
ClaI ATCGAT SnaBI TACGTA 4 4 2 - - AT,TA - - - - - - 
BamHI GGATCC BssGI TGTACA 4 4 3 - - AT - - - 1 1 - 
AvaIII ATGCAT PvuII CAGCTG 4 4 4 - - - - - 2 1 1 - 
AgeI ACCGGT SalI GTCGAC 4 4 4 - - - 2 2 - - - - 
Eal11588O
RFEP 
AGCGCT NaeI GCCGGC 4 4 4 
- - - 1 1 - - - 2 
- - AG,CT - - - 1 1 - 
ScaI AGTACT ApaI GGGCCC 4 4 4 - - - 1 1 - 1 1 - 
	(1) (2) (3) (4) (5) (6) (7) (8) (9) (10) (11) (12) (13) (14) (15) (16) 
AvrII CCTAGG KpnI GGTACC 4 4 4 - - - - - - - - 4 
SmaI CCCGGG PvuI CGATCG 4 4 4 - - - - - - 1 1 2 
NheI GCTAGC BclI TGATCA 6 5 5 T A - - - - 2 - 1 
Eco1524I AGGCCT NspV TTCGAA 6 6 5 - - GC - - 2 1 1 - 
SacI GAGCTC XbaI TCTAGA 6 6 6 - - - - - - 3 3 - 
Cfr9I CCCGGG BglI AGATCT 6 6 6 - - - - - - 2 2 2 
HindIII AAGCTT HpaI GTTAAC 6 6 6 - - - 1 1 2 1 1 - 
Csp6303O
RF3413P 
CACGTG 
CacGORF19
00P BspHI 
TTTAAA 6 6 6 - - - 2 2 2 - - - 	
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3.4 Определение частот замен нуклеотидов на основе геномов 10 
штаммов Escherichia coli и применение для вычисления редакционного 
расстояния филогенетически родственных рестриктаз 
Таблица 15. Матрица нуклеотидных замен. Каждое значение – 
вероятность замены одного нуклеотида (представленного в первой 
строке) на второй (левый столбец). Модель замещения и вероятности 
были оценены на основе модели Тамуры–Ней (Tamura–Nei model) [73]. 
Для упрощения сумма вероятностей равна 100. 
 A T/U C G 
A - 8,13 8,22 8,82 
T/U 7,98 - 8,41 8,97 
C 7,98 8,32 - 8,97 
G 7,84 8,13 8,22 - 
Таблица 16. Цены различных модификаций для вычисления 
редакционного расстояния на основе вероятностной оценки замен 
нуклеотидов в небольшом гомологичном регионе десяти геномов 
кишечной палочки. На основе программы MEGA7.0. 
Вид 
модификации 
Цена 
модификации 
Вид 
модификации 
Цена 
модификации 
Вставка 1 
Транспозиция 1 
Удаление 1 
Замены: Транзиции 
A–G 7,84 G–A 8,82 
T–C 8,32 C–T 8,41 
Замены: Трансверсии 
A–T 7,98 T–A 8,13 
A–C 7,98 C–A 8,22 
	Вид 
модификации 
Цена 
модификации 
Вид 
модификации 
Цена 
модификации 
G–T 8,97 T–G 8,13 
G–C 8,97 C–G 8,22 
Изменение цены модификации вставки, удаления и транспозиции 
последовало по причине сильной дифференциации между значениями 
замен и вышеперечисленных модификаций. Чтобы избежать 
неоправданно низкого значения при использовании замен против вставок 
и т.д. было решено использовать среднее значение замен как цену 
вставки, удаления и транспозиции. Используя данные цены замен можно 
более точно вычислить редакционное расстояние между 
последовательностями и исключить альтернативные пути модификации, 
найдя истинно наименьшее значение редакционного расстояния.  
С ценами замен, неравными между двумя одинаковыми 
нуклеотидами, имеет значение направление модификации – из какого 
сайта в какой происходит изменение. 
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Таблица 17. Вычисление редакционного расстояния при попарном сравнении филогенетически 
родственных рестриктаз с учетом цены деления по умолчанию (Таблица 13, CLUSTALW Maximal Likelihood) и 
с учетом цен деления, представленных в Таблице16. Направление модификации влияет на значение 
редакционного расстояния, они указаны в двух столбцах «Переходы из первой последовательности во вторую»  
и «Переходы из второй последовательности в первую». 
Рестриктазы 
Последовательности 
Цены замен по 
умолчанию 
(Таблица 13) 
Цены замен из Таблицы 16. 
Переходы из первой 
последовательности во 
вторую 
Переходы из второй 
последовательности в 
первую 
 dH dL dDL dH dL dDL dH dL dDL 
EagI–BsiWI CGGCCG–CGTACG 2 1,928 2,059 
EcoRI–BspLL01ORF6270 GAATTC–GTATAC 2 2,059 2,059 
SspI–PciI AATATT–ACATGT 4 3 4,1181 3,02 
3,02 
3,9879 2,919 
2,919 
3,05 2,9289 
ClaI– SnaBI ATCGAT–TACGTA 4 2 4,1181 2 4,1181 2 
ApaLI– BalI GTGCAC–TGGCCA 4 2 3,9879 2 3,9879 2 
ApaI– NaeI GGGCCC–GCCGGC 4 3 3,8578 2,928 3,8578 2,928 
PstI– HpaI CTGCAG–GTTAAC 4 3,8578 3,9879 
AvaIII– PvuII ATGCAT–CAGCTG 4 4,1181 
4,1181 
3,9879 
3,9879 
4,0422 3,9349 
Eco1524I–PvuI AGGCCT–CGATCG 4 3,9831 3,9819 
AgeI–SalI ACCGGT–GTCGAC 4 3,977 3,977 
AvrI–KpnI CCTAGG–GGTACC 4 3,8578 3,8578 
	Рестриктазы 
Последовательности 
Цены замен по 
умолчанию 
(Таблица 13) 
Цены замен из Таблицы 16. 
Переходы из первой 
последовательности во 
вторую 
Переходы из второй 
последовательности в 
первую 
 dH dL dDL dH dL dDL dH dL dDL 
SacI–ScaI GAGCTC–AGTACT 6 4 5,9687 4,0759 
4,0759 
6,0361 3,9759 
3,9759 
3,9289 4,059 
NheI–BclI GCTAGC–TGATCA 6 5 5,9169 5,0867 
5,0867 
6,0498 4,9386 
4,9386 
5,0362 4,9964 
AseI–BspHI ATTAAT–TCATGA 6 5 6,1711 4,9627 
4,9627 
6,0422 5,0916 
5,0916 
5,0590 4,9289 
5,112 4,9831 
Cfr9I–BglI CCCGGG–AGATCT 6 5,787 6,047 
AclI–BsrGI AACGTT–TGTACA 6 6,0362 6,0362 
Csp6303ORF3413P–
CacGORF1900P 
CACGTG–TTTAAA 6 5,9072 6,1654 
Eal11588ORFEP–NcoI AGCGCT–CCATGG 6 5,9169 
5,9169 
5,9169 
5,9169 
5,9289 5,9289 
 
 
 
	Таблица 18. Вычисление редакционного расстояния при попарном сравнении филогенетически 
родственных рестриктаз с учетом цены деления по умолчанию (Таблица 14, CLUSTALW Minimal Evolution) и с 
учетом цен деления, представленных в Таблице16. Направление модификации влияет на значение 
редакционного расстояния, они указаны в двух столбцах «Переходы из первой последовательности во вторую»  
и «Переходы из второй последовательности в первую». 
Рестриктазы 
Последовательности 
Цены замен по 
умолчанию 
(Таблица 14) 
Цены замен из Таблицы 16. 
Переходы из первой 
последовательности во 
вторую 
Переходы из второй 
последовательности в 
первую 
 dH dL dDL dH dL dDL dH dL dDL 
EagI–BsiWI CGGCCG–CGTACG 2 1,928 2,059 
MluI–NruI ACGCGT–TCGCGA 2 2,059 2,059 
SspI–PciI AATATT–ACATGT 4 3 4,1181 3,02 
3,02 
3,9879 2,919 
2,919 
3,05 2,9289 
Cfr42I–XhoI CCGCGG–CTCGAG 4 3 3 3,853 2,9373 
2,9373 
3,982 3,0554 
3,0554 
2,9241 3,053 
ApaLI– BalI GTGCAC–TGGCCA 4 2 3,9879 2 3,9879 2 
ClaI– SnaBI ATCGAT–TACGTA 4 2 4,1181 2 4,1181 2 
BamHI– BssGI GGATCC–TGTACA 4 3 3,988 2,9289 4,1181 3,059 
AvaIII– PvuII ATGCAT–CAGCTG 4 4,1181 
4,1181 
3,9879 
3,9879 
4,0422 3,9349 
AgeI–SalI ACCGGT–GTCGAC 
4 
 
3,977 3,977 
	Рестриктазы 
Последовательности 
Цены замен по 
умолчанию 
(Таблица 13) 
Цены замен из Таблицы 16. 
Переходы из первой 
последовательности во 
вторую 
Переходы из второй 
последовательности в 
первую 
 dH dL dDL dH dL dDL dH dL dDL 
Eal11588ORFEP–NaeI AGCGCT–GCCGGC 4 4 4 3,9819 
3,9819 
3,9718 
3,9718 
5,9289 5,9289 
ScaI– ApaI AGTACT–GGGCCC 4 4,1120 3,8530 
SmaI–PvuI CCCGGG–CGATCG 4 3,858 3,988 
AvrII–KpnI CCTAGG–GGTACC 4 3,8578 3,8578 
NheI–BclI GCTAGC–TGATCA 6 5 5,9169 5,0867 
5,0867 
6,0498 4,9386 
4,9386 
5,0362 4,9964 
Eco1524I–NspV AGGCCT–TTCGAA 6 5 5,917  5,988 6,047 6,1181 
SacI–XbaI GAGCTC–TCTAGA 6 5,917 6,047 
Cfr9I–BglI CCCGGG–AGATCT 6 5,787 6,047 
Csp6303ORF3413P–
CacGORF1900P 
CACGTG–TTTAAA 6 5,9072 6,1654 
HindIII–HpaI AAGCTT–GTTAAC 6 6,041 6,0422 
 
 
 
	Таблица 19. Вычисление редакционного расстояния при попарном сравнении филогенетически 
родственных рестриктаз с учетом цены деления по умолчанию (Таблица 12, MUSCLE Maximal Likelihood) и с 
учетом цен деления, представленных в Таблице16. Направление модификации влияет на значение 
редакционного расстояния, они указаны в двух столбцах «Переходы из первой последовательности во вторую»  
и «Переходы из второй последовательности в первую». 
Рестриктазы Последовательности 
Цены замен по 
умолчанию 
(Таблица 12) 
Цены замен из Таблицы 16. 
Переходы из первой 
последовательности во 
вторую 
Переходы из второй 
последовательности в 
первую 
dH dL dDL dH dL dDL dH dL dDL 
SphI–NheI GCATGC–GCTAGC 2 1 2,059 1 2,059 1 
AgeI–MluI ACCGGT–ACGCGT 2 1 1,9289 1 1,8289 1 
SnaBI–AccIII TACGTA–TCCGGA 2 2,0590 1,9289 
ApaI–BalI GGGCCC–TGGCCA 2 1,9289 1,9578 
AseI–PciI ATTAAT–ACATGT 4 3 4,1181 3,053 3,9831 2,9240 
BspLL01ORF6270P–
CacGORF1900P 
GTATAC–TTTAAA 4 3 3,9879 2,9289 4,1181 3,0590 
PvuI–AvrII CGATCG–CCTAGG 4 3 3,988 2,9289 3,988 2,9289 
NaeI–ApaLI GCCGGC–GTGCAC 4 3 3,853 2,9241 3,9819 3,053 
AclI–SalI AACGTT–GTCGAC 4 4,112 3,9831 
NcoI–BssHI CCATGG–GCGCGC 4 3,9819 3,853 
EcoRI–PluTI GAATTC–GGCGCC 
4 
 
4,112 3,853 
	Рестриктазы Последовательности 
Цены замен по 
умолчанию 
(Таблица 12) 
Цены замен из Таблицы 16 
Переходы из первой 
последовательности во 
вторую 
Переходы из второй 
последовательности в 
первую 
dH dL dDL dH dL dDL dH dL dDL 
Cfr42I–FspI CCGCGG–TGCGCA 6 4 
5,781
9 
3,9469 
3,9469 
5,9108 3,9746 
3,9746 
3,9241 4,0530 
PstI–BalI CTGCAG–TGATCA 6 4 
5,907
2 
4 5,9072 4 
SacI–ScaI GAGCTC–AGTACT 6 4 
5,968
7 
4,0759 3,9289 6,0361 3,9759 4,059 
BsiWI–NspV CGTACG–TTCGAA 6 5 5,906 4,937 6,0409 5,0554 
ClaI–BsrGI ATCGAT–TGTACA 6 5 
6,042
1 
4,9493 6,0409 4,9783 
SspI–BspHI AATATT–TCATGA 6 5 
6,177
1 
5,0795 
5,0795 
6,0469 4,9674 
4,9674 
5,1181 4,988 
Csp6303ORF3413P–
BamHI 
CACGTG–GGATCC 6 5 5,9108 4,9289 5,912 4,9289 
BglI–AflII AGATCT–CTTAAG 6 5 6,0469 4,988 6,0469 4,988 
HindIII–KpnI AAGCTT–GGTACC 6 5 6,0349 5,053 5,9072 4,9241 
 
	3.5 Филогенетическое дерево шестибуквенных рестриктаз на основе таксономии 
Таблица 20. Рестриктазы и специфичные им сайты рестрикции сгруппированы по таксономическому признаку. 
Ферменты были выделены из нижеперечисленных организмов. Ниже представлены следующие 
таксономические группы (1–6): (1) – тип (phylum); (2) – класс (class); (3) – порядок (order); (4) – семейство 
(family); (5) – род (genus); (6) – вид (species). (7) – название рестриктазы, выделенной из организма (в случае 
неошиомеров прототип указан в скобках); (8) – сайт рестрикции, где символом «/» обозначено место разрыва 
(при отсутствии символа «/» место разрыва неизвестно). 
(1)	 (2)	 (3)	 (4)	 (5)	 (6)	 (7)	 (8)	Bacteroidetes	 Flavobacteriia	 Flavobacteriales	 Flavobacteriaceae	 Flavobacterium	 Flavobacterium	aquatile	ND	 FauNDI	 CA/TATG	
Chlorobi	 Chlorobia	 Chlorobiales	 Chlorobiaceae	 Chlorobium	 Chlorobium	species	GBChlB	
Csp1BORF7380P		 TTATAA	
Actinobacteria	 Actinobacteria	 Corynebacteria		 Nocardiaceae		 Nocardia		
Nocardia	
aerocolonigenes	
NaeI	 GCC/GGC	
Nocardia	argentinensis	 NarI	 GG/CGCC	
Nocardia	corallina	 NcoI	 C/CATGG	
Nocardia	rubra	 NruI	 TCG/CGA	Micrococcales		 Brevibacteriaceae	 Brevibacterium	 Brevibacterium	albidum	 BalI	 TGG/CCA	Micrococcaceae	 Micrococcus	 Micrococcus	luteus	 MluI	 A/CGCGT	
	(1)	 (2)	 (3)	 (4)	 (5)	 (6)	 (7)	 (8)	
Actinobacteria	 Actinobacteria	 Strepto-mycetales		
Strepto-mycetaceae		 Streptomyces		
Streptomyces	
achromogenes	
SacII	 CCGC/GG	
Streptomyces	
achromogenes	
SacI	 GAGCT/C	
Streptomyces	albus	 SalI	 G/TCGAC	
Streptomyces	
caespitosus	
ScaI	 AGT/ACT	
Streptomyces	
phaeochromogenes	
SphI	 GCATG/C	
Streptomyces	
tubercidicus	
StuI	 AGG/CCT	
Streptoverticillium	
cinnamoneum	
SciI	(XhoI)	 CTC/GAG	
Cyanobacteria		
-		 Notocales		 Nostraceae		 Anabaena		
Anabaena	flos-aquae	 AflII	 C/TTAAG	
Anabaena	subcylindrica	 AsuII	 TT/CGAA	
Anabaena	variabilis	ATCC27893	 AvaIII	 ATGCAT	
Anabaena	variabilis	uw	 AvrII	 C/CTAGG	
Oscillatorio-phycideae	 Chroococcales	 -	 Aphanothece	
Aphanothece	
halophytica	
AhaIII	 TTT/AAA	
Oscillatoriales	 -	 Microcoleus	 Microcoleus	species	 MstI	 TGC/GCA	Spirulina	 Spirulina	platensis	 SplI	 C/GTACG	
	(1)	 (2)	 (3)	 (4)	 (5)	 (6)	 (7)	 (8)	
Fermicutes	 Bacilli	 Bacillales	 Bacillaceae	 Bacillus	
Bacillus	
amyloliquefaciens	H	
BamHI	 G/GATCC	
Bacillus	caldolyticus	 BclI	 T/GATCA	
Bacillus	globigii	 BglIII	 A/GATCT	
Bacillus	macroides	 BmcAI	 AGT/ACT	
Bacillus	megaterium	S2	 BmtI	 GCTAG/C	
Bacillus	species	H	 BspHI	 T/CATGA	
Bacillus	species	LL11	 BspLL11I	 A/CATGT	
Bacillus	species	M	 BspMII	 T/CCGGA	
Bacillus	
stearothermophylus	P6	 BsePI	 G/CGCGC	
Bacillus	
stearothermophylus	RFL1407	 Bsp1407I	 T/GTACA	
Bacillus	
stearothermophylus	38M	 BstZ17I	(SnaI)	 GTA/TAC	Plancoccaceae	 Caryophanon	 Cryophanon	latum	L	 ClaI	 AT/CGAT	
Proteobacteria	 Alpha-proteobacteria	 Rhizobiales	 Rhizobiaceae	 Agrobacterium	 Agrobacterium	gelatinovorum	 AgeI	 A/CCGGT	Rhodospirillales	 Acetobacteraceae	 Acetobacter	 Acetobacter	aceti	 AatII	 GACGT/C	
	(1)	 (2)	 (3)	 (4)	 (5)	 (6)	 (7)	 (8)	
Proteobacteria	
Alpha-proteobacteria	 Rhodospirillales	 Acetobacteraceae	 Acetobacter	
Acetobacter	
pasteurianus	
ApaLI	 G/TGCAC	
Acetobacter	
pasteurianus	sub.	Pasteurianus	 ApaI	 GGGCC/C	
Beta-proteobacteria	
Burkholderiales	 Burkholderiales	Genera	incertae	sedis	 Sphaerotilus	
Sphaerotilus	species	 SspI	 AAT/ATT	
Spaerotilus	natans	 SpeI	 A/CTAGT	
Spaerotilus	natans	C	 SnaI	 GTATAC	
Spaerotilus	natans	 SnaBI	 TAC/GTA	
Neisseriales	 Neisseriaceae	 Neisseria	
Neisseria	denitrificans	 NdeI	 CA/TATG	
Neisseria	gonorrhoeae	MS11	 NgoMIV	(NaeI)	 G/CCGGC	
Neisseria	mucosa	 NheI	 G/CTAGC	
Neisseria	sicca	
NsiI	(AvaIII)	 ATGCA/T	Rhodocyclales	 Rhodocyclaceae	 Zoogloea	 Zoogloea	ramigera	11	 ZraI	(AatII)	 GAC/GTC		Gamma-proteobacteria			
Entero-bacteriales	 Entero-bacteriaceae	 Citrobacter	 Citrobacter	freundii	 Cfr9I	(SmaI)	 C/CCGGG	
	(1)	 (2)	 (3)	 (4)	 (5)	 (6)	 (7)	 (8)	
Proteobacteria	 Gamma-proteobacteria	
Entero-bacteriales	 Entero-bacteriaceae	
Escherichia	
Escherichia	coli	53k	 Eco53kI	(SacI)	 GAG/CTC	
Escherichia	coli	J62	pLG74	 EcoRV	 GAT/ATC	
Escherichia	coli	RFL47	 Eco47III	 AGC/GCT	
Escherichia	coli	RY13	 EcoRI	 G/AATTC	
Escherichia	coli	TB22	 EcoT22I	(AvaIII)	 ATGCA/T	Photorhabdus	 Photorhabdus	
luminescens	
PluTI	(NarI)	 GGCGC/C	Proteus	 Proteus	vulgaris	 PvuI	 CGAT/CG	
PvuII	 CAG/CTG	Providencia	 Providencia	syuartii	164	 PstI	 CTGCA/G	
Serratia	 Serratia	fonticola	 SfoI	(NarI)	 GGC/GCC	
Serratia	marcescens	Sb	 SmaI	 CCC/GGG	Klebsiella	 Klebsiella	pneumoniae	OK8	 KpnI	 GGTAC/C	Methylococcales	 Methylococcaceae	 Methylococcus	 Methylococcus	
capsulatus	str.	Bath	 McaTI	(BsePI)	 GCGC/GC	Pasteurellales	 Pasteurelaceae	 Haemophilus	 Haemophilus	influenzae	Rd	 HindIII	 A/AGCTT	
	
		
(1)	 (2)	 (3)	 (4)	 (5)	 (6)	 (7)	 (8)	
Proteobacteria	 Gamma-proteobacteria	
Pasteurellales	 Pasteurelaceae	 Haemophilus	 Haemophilus	
parainfluenzae	
HpaI	 GTT/CCA	
Pseudo-monadales	
Moraxellaceae	 Acinetobacter	 Acinetobacter	calcoaceticus	65	 Acc65I	(KpnI)	 G/GTACC	
Acinetobacter	
calcoaceticus	M4	 AclI	 AA/CGTT	
Pseudo-monadaceae	 Pseudomonas	
Pseudomonas	
maltophilia	CB50P	 PmaCI	 CAC/GTG	
Pseudomonas	putida	RFL10	 Ppu10I	(AvaIII)	 A/TGCAT	
Pseudomonas	species	OM2164	 PspOMI	(ApaI)	 G/GGCCC	
Pseudomonas	species	SE–G49	 PsiI	 TTA/TAA	Vibrionales	 Vibrionaceae	 Vibrio	 Vibrio	species	343	 VspI	 AT/TAAT	Xantho-monadales	 Xantho-monadaceae	 Xanthomonas	 Xanthomonas	badrii	 XbaI	 T/CTAGA	Xanthomonas	holcicola	 XhoI	 C/TCGAG	-	 -	 -	 -	 -	 Thermophilic	strain	M	 TspMI	(SmaI)	 C/CCGGG	
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4. Обсуждения 
 Корреляции силы дуплетов и частоты встречаемости сайта 
рестрикции, так хорошо наблюдаемая у четырехбуквенных 
последовательностей, в шестибуквенных последовательностях не была 
замечена. Во-первых, потому, что точность метода сильно упала в связи с 
возрастанием числа внутренних дуплетов. Таким образом, сила дуплетов 
сайта может характеризовать сайт рестрикции в следующем виде: 
количество аденин–тиминовых пар и гуанин–цитозиновых; расположение 
этих пар в самом крайнем положении или же в двух центральных. 
Информации о точном положении сила дуплетов не дает. Метод 
необходимо рационализировать. 
Рестриктазы были рассмотрены с точки зрения эволюции в двух 
направлениях: по генам, кодирующих специфичные им рестриктазы и по 
таксономии. Построенные филогенетические деревья выявили несколько 
пар (от 12 до 19) наиболее родственных ферментов, к которым было 
применено попарное сравнение с вычислением редакционного расстояния 
(расстояние Хэмминга, расстояние Левенштейна, расстояние Дамерау–
Левентшейна). В связи с несостоятельностью значений цен модификаций по 
умолчанию были вычислены вероятности нуклеотидных замен в 
консервативных фрагментах десяти геномов кишечной палочки. Данные 
коррелируют с имеющимися относительно гемоглобина человека (см. 
Приложение C). Используя эти данные были вычислены новые 
редакционные расстояния для последовательностей. Данные цены 
модификаций позволяют проследить минимальное редакционное 
расстояние в альтернативных путях модификации, имевших ранее 
одинаковое значение, то есть указывается наиболее оптимальный путь 
модификации. Так же значение отлично при модификации двух 
последовательностей в разных направлениях, что позволяет нам судить о 
первостепенности одной из них и возможности продвигаться выше по 
	филогенетическому дереву, сравнивая последовательности дальних 
родственников. Возможно, удастся выявить гипотетического предка 
рестриктаз таким методом.  
Таксономическое дерево не выявило интересных свойств 
близкородственных сайтов рестрикции, кроме большой группы Bacillus, 
имеющей большую предрасположенность узнавать сайт NAGWWCN.  
Изучение сайтов рестрикции выявило, что наиболее значимой частью 
сайта рестрикции является его центральный дуплет. Наименьшую 
значимость имеют концевые нуклеотиды, что подтверждается феноменом 
звёздной активности. Вопреки значениям силы дуплетов, наибольшую 
частоту имеют последовательности, имеющие слабые нуклеотиды в 
центральном дуплете. Наименьшую частоту имеют последовательности, 
имеющие слабые нуклеотиды на концевых точках. Некоторые 
последовательности, имеющие большое количество слабых нуклеотидов, не 
являются сайтами рестрикции – для них нет специфичных рестриктаз.  
Однако, имеются исключения из данного правила.  
 
  
	ЗАКЛЮЧЕНИЕ 
В ходе работы был составлен частотный словарь палиндромных сайтов 
рестрикции, включающие в себя 110 последовательностей, 68 из которых 
вошла в финальный вариант словаря. Остальные последовательности, 
являясь изошизомерами прототипа, имеющие незначительные отличия от 
последних. В это словарь вошло 34 прототипа, 10  более изученных 
изошизомеров, заменивших малоизученные прототипы, и 14 неошизомеров. 
Был построен частотный словарь непалиндромных последовательностей, 
включающий в себя 22 последовательности, из которых 16 являются 
прототипами, 4 – изошизомерами и 2 – неошизомерами.  
Сайты рестрикции были рассмотрены с точки зрения эволюции 
посредством построения филогенетического дерева, основанного на генах, 
кодирующих рестриктазы, и исходя из таксономии. Таксономические 
изыскания не привнесли ясности в работу. 
Предложены оптимальные цены модификаций для попарного 
сравнения последовательностей бактериальной природы, исходя из данных 
вероятностей нуклеотидных замен в консервативных фрагментах десяти 
геномов кишечной палочки. Данный метод успешно применен к парам 
сайтов, сгруппировавшихся в филогенетическом исследовании. 
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ПРИЛОЖЕНИЕ A 
 Рисунок	А.1.	Филогенетическое	дерево	51	рестриктазы,	составленное	в	программе		MEGA	со	следующими	характеристиками:	выравнивание	на	основе	MUSCLE,	филогенетическое	дерево	Maximal	Likelihood.		
 PciI___ACATGT__774_nt\
 cb3_AseI___ATTAAT__735_nt\
 BspLL01ORF6270P___GTATAC__738_nt\
 CacGORF1900P___TTTAAA__1170_nt\
 SmaI___CCCGGG__744_nt\
 BsiWI___CGTACG__858_nt\
 NspV___TTCGAA__663_nt\
 cb3_Eal11588ORFEP___AGCGCT__966_nt\
 XbaI___TCTAGA__630_nt\
 cb3_ClaI___ATCGAT__1080_nt\
 BsrGI___TGTACA__1170_nt\
 AclI___AACGTT__972_nt\
 SalI___GTCGAC__948_nt\
 Cfr9I___CCCGGG__993_nt\
 gtHindIII___AAGCTT__903_nt\
 KpnI___GGTACC__657_nt\
 cb3_NcoI___CCATGG__867_nt\
 BssHII___GCGCGC__1254_nt\
 EagI___CGGCCG__906_nt\
 cb3_Csp6303ORF3413P___CACGTG__891_nt\
 BamHI___GGATCC__642_nt\
 SspI___AATATT__846_nt\
 BspHI___TCATGA__1146_nt\
 cb3_PvuII___CAGCTG__474_nt\
 cb3_AvaIII___ATGCAT__1146_nt\
 NruI___TCGCGA__660_nt\
 cb3_EcoRI___GAATTC__834_nt\cell_\lastrow\row
 PluTI___GGCGCC__996_nt\
 Cfr42I___CCGCGG__651_nt\
 FspI___TGCGCA__750_nt\
 SphI___GCATGC__708_nt\
 NheI___GCTAGC__987_nt\
 cb3_PvuI___CGATCG__783_nt\
 AvrII___CCTAGG__1077_nt\
 SnaBI___TACGTA__672_nt\
 AccIII___TCCGGA__888_nt\
 HpaI___GTTAAC__765_nt\
 cb3_BglII___AGATCT__672_nt\
 AflII___CTTAAG__933_nt\
 cb3_Eco1524I___AGGCCT__819_nt\
 PstI___CTGCAG__981_nt\
 BclI___TGATCA__858_nt\
 NaeI___GCCGGC__954_nt\
 ApaLI___GTGCAC__1128_nt\
 ApaI___GGGCCC__1068_nt\
 BalI___TGGCCA__783_nt\
 AgeI___ACCGGT__837_nt\
 cb3_MluI___ACGCGT__831_nt\
 XhoI___CTCGAG__741_nt\
 SacI___GAGCTC__1077_nt\
 cb3_ScaI___AGTACT__684_nt\
	
	Рисунок	А.2.	Филогенетическое	дерево	51	рестриктазы,	составленное	в	программе		MEGA	со	следующими	характеристиками:	выравнивание	на	основе	MUSCLE,	филогенетическое	дерево	Minimal	Evolution.		
 SmaI___CCCGGG__744_nt\
 BsiWI___CGTACG__858_nt\
 CacGORF1900P___TTTAAA__1170_nt\
 cb3_Eal11588ORFEP___AGCGCT__966_nt\
 NruI___TCGCGA__660_nt\
 PstI___CTGCAG__981_nt\
 BclI___TGATCA__858_nt\
 BssHII___GCGCGC__1254_nt\
 SnaBI___TACGTA__672_nt\
 cb3_NcoI___CCATGG__867_nt\
 XbaI___TCTAGA__630_nt\
 AccIII___TCCGGA__888_nt\
 cb3_PvuI___CGATCG__783_nt\
 BspLL01ORF6270P___GTATAC__738_nt\
 SspI___AATATT__846_nt\
 BspHI___TCATGA__1146_nt\
 EagI___CGGCCG__906_nt\
 cb3_EcoRI___GAATTC__834_nt\cell_\lastrow\row
 cb3_AvaIII___ATGCAT__1146_nt\
 cb3_PvuII___CAGCTG__474_nt\
 KpnI___GGTACC__657_nt\
 Cfr9I___CCCGGG__993_nt\
 gtHindIII___AAGCTT__903_nt\
 cb3_ClaI___ATCGAT__1080_nt\
 BsrGI___TGTACA__1170_nt\
 PciI___ACATGT__774_nt\
 cb3_AseI___ATTAAT__735_nt\
 AvrII___CCTAGG__1077_nt\
 FspI___TGCGCA__750_nt\
 cb3_Csp6303ORF3413P___CACGTG__891_nt\
 BamHI___GGATCC__642_nt\
 AclI___AACGTT__972_nt\
 SalI___GTCGAC__948_nt\
 cb3_Eco1524I___AGGCCT__819_nt\
 NheI___GCTAGC__987_nt\
 Cfr42I___CCGCGG__651_nt\
 HpaI___GTTAAC__765_nt\
 cb3_BglII___AGATCT__672_nt\
 AflII___CTTAAG__933_nt\
 SphI___GCATGC__708_nt\
 PluTI___GGCGCC__996_nt\
 NaeI___GCCGGC__954_nt\
 ApaLI___GTGCAC__1128_nt\
 ApaI___GGGCCC__1068_nt\
 BalI___TGGCCA__783_nt\
 AgeI___ACCGGT__837_nt\
 cb3_MluI___ACGCGT__831_nt\
 SacI___GAGCTC__1077_nt\
 cb3_ScaI___AGTACT__684_nt\
 XhoI___CTCGAG__741_nt\
 NspV___TTCGAA__663_nt\
	
	Рисунок	А.3.	Филогенетическое	дерево	51	рестриктазы,	составленное	в	программе		MEGA	со	следующими	характеристиками:	выравнивание	на	основе	CLUSTALW,	филогенетическое	дерево	Maximal	Likelihood.		
 Cfr9I___CCCGGG__993_nt\
 cb3_BglII___AGATCT__672_nt\
 NheI___GCTAGC__987_nt\
 BclI___TGATCA__858_nt\
 FspI___TGCGCA__750_nt\
 AclI___AACGTT__972_nt\
 BsrGI___TGTACA__1170_nt\
 cb3_AseI___ATTAAT__735_nt\
 BspHI___TCATGA__1146_nt\
 gtHindIII___AAGCTT__903_nt\
 PstI___CTGCAG__981_nt\
 HpaI___GTTAAC__765_nt\
 SmaI___CCCGGG__744_nt\
 BamHI___GGATCC__642_nt\
 cb3_Csp6303ORF3413P___CACGTG__891_nt\
 CacGORF1900P___TTTAAA__1170_nt\
 cb3_AvaIII___ATGCAT__1146_nt\
 cb3_PvuII___CAGCTG__474_nt\
 AccIII___TCCGGA__888_nt\
 EagI___CGGCCG__906_nt\
 BsiWI___CGTACG__858_nt\
 AflII___CTTAAG__933_nt\
 SspI___AATATT__846_nt\
 PciI___ACATGT__774_nt\
 AvrII___CCTAGG__1077_nt\
 KpnI___GGTACC__657_nt\
 NspV___TTCGAA__663_nt\
 cb3_EcoRI___GAATTC__834_nt\cell_\lastrow\row
 BspLL01ORF6270P___GTATAC__738_nt\
 cb3_Eco1524I___AGGCCT__819_nt\
 cb3_PvuI___CGATCG__783_nt\
 cb3_ClaI___ATCGAT__1080_nt\
 SnaBI___TACGTA__672_nt\
 BssHII___GCGCGC__1254_nt\
 PluTI___GGCGCC__996_nt\
 cb3_MluI___ACGCGT__831_nt\
 NruI___TCGCGA__660_nt\
 AgeI___ACCGGT__837_nt\
 SalI___GTCGAC__948_nt\
 SphI___GCATGC__708_nt\
 Cfr42I___CCGCGG__651_nt\
 SacI___GAGCTC__1077_nt\
 cb3_ScaI___AGTACT__684_nt\
 ApaLI___GTGCAC__1128_nt\
 BalI___TGGCCA__783_nt\
 XbaI___TCTAGA__630_nt\
 cb3_Eal11588ORFEP___AGCGCT__966_nt\
 cb3_NcoI___CCATGG__867_nt\
 XhoI___CTCGAG__741_nt\
 NaeI___GCCGGC__954_nt\
 ApaI___GGGCCC__1068_nt\
	
	Рисунок	А.4.	Филогенетическое	дерево	51	рестриктазы,	составленное	в	программе		MEGA	со	следующими	характеристиками:	выравнивание	на	основе	CLUSTALW,	филогенетическое	дерево	Minimal	Evolution.		
 NheI___GCTAGC__987_nt\
 BclI___TGATCA__858_nt\
 BamHI___GGATCC__642_nt\
 BsrGI___TGTACA__1170_nt\
 gtHindIII___AAGCTT__903_nt\
 HpaI___GTTAAC__765_nt\
 EagI___CGGCCG__906_nt\
 BsiWI___CGTACG__858_nt\
 AccIII___TCCGGA__888_nt\
 cb3_AvaIII___ATGCAT__1146_nt\
 cb3_PvuII___CAGCTG__474_nt\
 cb3_EcoRI___GAATTC__834_nt\cell_\lastrow\row
 AclI___AACGTT__972_nt\
 AflII___CTTAAG__933_nt\
 cb3_Csp6303ORF3413P___CACGTG__891_nt\
 CacGORF1900P___TTTAAA__1170_nt\
 SspI___AATATT__846_nt\
 PciI___ACATGT__774_nt\
 AvrII___CCTAGG__1077_nt\
 KpnI___GGTACC__657_nt\
 cb3_ClaI___ATCGAT__1080_nt\
 SnaBI___TACGTA__672_nt\
 BspLL01ORF6270P___GTATAC__738_nt\
 BspHI___TCATGA__1146_nt\
 Cfr9I___CCCGGG__993_nt\
 cb3_BglII___AGATCT__672_nt\
 PstI___CTGCAG__981_nt\
 cb3_AseI___ATTAAT__735_nt\
 SmaI___CCCGGG__744_nt\
 cb3_PvuI___CGATCG__783_nt\
 cb3_Eco1524I___AGGCCT__819_nt\
 NspV___TTCGAA__663_nt\
 BssHII___GCGCGC__1254_nt\
 PluTI___GGCGCC__996_nt\
 cb3_MluI___ACGCGT__831_nt\
 NruI___TCGCGA__660_nt\
 FspI___TGCGCA__750_nt\
 SacI___GAGCTC__1077_nt\
 XbaI___TCTAGA__630_nt\
 SphI___GCATGC__708_nt\
 AgeI___ACCGGT__837_nt\
 SalI___GTCGAC__948_nt\
 Cfr42I___CCGCGG__651_nt\
 XhoI___CTCGAG__741_nt\
 cb3_Eal11588ORFEP___AGCGCT__966_nt\
 NaeI___GCCGGC__954_nt\
 cb3_NcoI___CCATGG__867_nt\
 cb3_ScaI___AGTACT__684_nt\
 ApaI___GGGCCC__1068_nt\
 ApaLI___GTGCAC__1128_nt\
 BalI___TGGCCA__783_nt\
	ПРИЛОЖЕНИЕ B 
	Рисунок	B.1.	Пример	визуализации	данных	о	частоте	встречаемости	сайта	рестрикции	на	примере	EcoRI,	представленная	REBASE	NEB.		
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